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RESUMO

OLIVEIRA, Marcio de Miranda. Monitoramento de desreguladores enddcrinos no rio
Arroio Fundo na bacia de Jacarepagud, RJ. 2015. 121f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Os desreguladores endocrinos sdo compostos micropoluentes de acao
deletéria que causam efeitos aos animais e aos seres humanos. Estes vém trazendo
a varias décadas, problemas relacionados a ma formacéo ou ainda infertilidade de
véarias espécies. A presenca destes compostos na ordem de ng L™ ja é capaz de
gerar efeitos nocivos ao sistema enddcrino. Este trabalho visou a determinacao da
presenca e quantidade de alguns destes compostos como 17a-etinilestradiol,
bisfenol A e estrona entre outros, nas aguas do rio Arroio Fundo, localizado em
Jacarepagua no RJ que possui um indice de qualidade de agua ruim. A primeira
etapa deste trabalho foi a implementacdo e validacdo de metodologia para
determinacdo do 17a-etinilestradiol por cromatografia liquida acoplada a detector de
fluorescéncia onde foram estabelecido limite de deteccdo, de quantificacdo e
linearidade conforme orientagdo do Inmetro (2010). Além da avaliacdo das amostras
ambientais através da metodologia estabelecida. Na etapa subsequente foram
realizados os experimentos relativos a determinagéo dos desreguladores enddcrinos
através da espectrometria de massas por detector tipo tandem quadrupolo, onde
também foram realizados os procedimentos de validacdo e determinacdo dos
compostos bisfenol A e estrona que nao foram suscetiveis a efeito de matriz durante
a ionizacdo, que acabou impedindo a determinacdo de outros desreguladores
endocrinos. Os resultados indicam que ndo ha reducdo da presenca dos
desreguladores enddcrinos detectados, e de outros compostos organicos tambéem
detectados, mas nao identificados, entre 0os pontos a montante e a jusante da
Unidade de Tratamento do Rio Arroio Fundo. Todavia em fungcéo do grande efeito de
matriz oriundo do fato da amostra ser de extrema complexidade, ndo foi possivel
realizar uma identificacédo e quantificacdo de todos os compostos alvos.

Palavras-chave: Desreguladores Endécrinos; Bisfenol A; 17a-Etinilestradiol;
Cromatografia Liquida; Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Endocrine disrupters are compounds micropollutants of deleterious effects that
cause effects to animals and humans has brought these problems to several
decades related to poor training or infertility of various species. The presence of
these compounds in the ng L™ order is already capable of generating negative effects
on the endocrine system. This work aimed at determining the presence and amount
of some of these compounds as 17a-ethinylestradiol, bisphenol A and estrone
among others, in the waters of the river Arroio Fundo, located in Jacarepagua in Rio
de Janeiro that has a bad water quality index. The first stage of this work was the
implementation and validation of a method for determination of 17a-ethinylestradiol
by liquid chromatography-fluorescence detection which were established limit of
detection, quantification and linearity as directed by Inmetro (2010). Besides the
evaluation of the samples through the established methodology. In subsequent step
were carried out experiments on the determination of endocrine disruptors by tandem
quadrupole mass spectrometry detector, were being performed validation procedures
and determination of the compounds bisphenol A and estrone, which were not
susceptible to matrix effect during ionization, which prevented the determination of
other endocrine disrupters. The results indicate that there is no reduction of the
presence of detected endocrine disruptors and other organic compounds, also
detected but not identified, between the points upstream and downstream of Arroio
Fundo treatment plant. However due to the large matrix effect originating from the
fact that the sample be extremely complex, could not perform an identification and
quantification of all target compounds.

Keywords: Endocrine disrupters; Bisphenol A; 17a-Ethinylestradiol; Liquid

Cromatography; Mass Spectrometry.
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INTRODUCAO

Os desreguladores endocrinos estdo sabidamente presente em nosso meio
ambiente, de acordo com Khetan (2014) nas ultimas duas décadas o numero de
relatorios indicando a presenca de composto organicos que poluem o meio aquatico,
atingindo assim as nossas fontes de agua potavel, vem crescendo drasticamente.

O meio ambiente aquético € especialmente suscetivel & exposicdo destes
compostos devido a grande variedade de substancias que séo langcadas nos corpos
d’agua. Sabe-se ainda que parte destes compostos sao utilizados como
medicamentos, como por exemplo o 17a-etinilestradiol que € um horménio sintético
derivado do hormonio natural estradiol, cuja acado estrogénica geralmente ocorre
como bioativo de uso oral presente em quase todas as formulagées de pilulas
contraceptivas, e que chega aos rios pelos despejos de origem doméstica ou
industrial sem o devido tratamento (NAGPAL & MEAYS, 2009). Todavia além
destes, temos outros compostos com aplicagbes diversas como pesticidas,
plasticidas, germicidas e retardantes de chamas que possuem um potencial efeito de
interferéncia nas funcdes bioldégicas normais causando assim efeitos adversos a
salde (KHETAN, 2014).

Muitas populacbes de animais ja foram seriamente afetadas por estas
substéancias, e dentre os efeitos podemos mencionar a disfuncdo da tireoide,
reducdo da fertilidade em aves, peixes e mamiferos, graves deformidades de
nascimento em aves e desmasculinizacdo e feminilizacdo destas espécies
(KHETAN, 2014).

O numero de compostos desreguladores enddécrinos lancados na natureza
cresce a uma taxa de cerca de mil novos compostos/ano, enquanto que a
capacidade analitica conclusiva ndo chega a metade. Deste modo s6 conhecemos
uma peguena parte das substancias quimicas que podem ter potencialidades como
desreguladores enddcrinos (SANTAMARTA, 2001).

O estudo a respeito destes compostos vem crescendo no Brasil, apesar da
auséncia de uma legislacéo especifica, e ja ha diversos resultados apontando para
contaminacdo de nossas aguas. Adicionalmente sabe-se que h& outras fontes de
contaminacdo oriundas de rotas pelo ar e pelo solo, isto devido as caracteristicas
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lipofilicas e a persisténcia, que faz com que estes compostos sejam capazes de se

bioacumular e se fazer presente em niveis troficos mais elevados (KHETAN, 2014).
Desta forma decidiu-se realizar este trabalho a fim de monitorar estes

compostos presentes na amostra de um rio que vem sofrendo interferéncia antropica

de fontes difusas.

1. OBJETIVOS

1.1. Objetivos gerais

Identificar e quantificar desreguladores enddécrinos nas aguas do rio Arroio
Fundo localizado em Jacarepagua no Rio de Janeiro.

1.2. Objetivos especificos

. Implantar, otimizar e validar método para determinacdo do composto 17a-
etinilestradiol através de cromatografia liguida em amostras de agua de rio, através
da deteccéo por fluorescéncia.

. Avaliar, adequar e validar método para determinacdes quantitativas e
gualitativas dos compostos 17a-etinilestradiol, 17B-estradiol, 17a-estradiol, estrona,
bisfenol A, 4 nonilfenol e pentaclorofenol através de espectrometria de massas com
uso de detector tipo tandem quadrupolo.

. Verificar através dos resultados, possiveis alteracdes quanto a presenca e
concentracdo dos compostos 17a-etinilestradiol, 17B-estradiol, 17a-estradiol,
estrona, bisfenol A, 4 nonilfenol e pentaclorofenol relativas aos pontos de
amostragem, tendo em vista a presen¢a de um tratamento fisico-quimico entre os
mesmos.

. Avaliar o efeito de matriz das amostras para determinacdo dos compostos
17a-etinilestradiol, 173-estradiol, 17a-estradiol, estrona, bisfenol A, 4 nonilfenol e

pentaclorofenol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

A presenca de micropoluentes no meio ambiente aprofunda outras questdes
relativas a exposicdo a compostos quimicos que sédo capazes de desenvolver um
efeito mimetizador dos horménios trazendo em si, varias consequéncias aos animais
e aos seres humanos (DE PAIVA PESSOA et al., 2012).

Sabe-se que certos compostos quimicos sdo capazes de interferir no sistema
endocrino de diversas formas, podendo afetar a saude, o crescimento e a
reproducdo. A estas substancias referem-se como desreguladores endocrinos
(EDC’s) ou disruptores enddécrinos (ED) (BIRKETT & LESTER, 2003).

O problema relativo aos desreguladores enddcrinos tem sido evidenciado
desde 1900, mas o fenbmeno ganhou evidéncia nas questdes ambientais e saude
humana, desde a publicac&o do livro Primavera Silenciosa da autora Rachel Carson
em 1962, onde esta ja dava evidéncias do problema da exposicdo de animais e
seres humanos aos pesticidas quimicos e a responsabilidade da ciéncia relativa aos
limites do progresso tecnoldgico. Carson ja questionava a exposicdo a pesticidas
quimicos dizendo que estdvamos todos sendo submetidos a um processo de
envenenamento lento, além de estarmos submetendo varias espécies animais e
poluindo recursos como 0 solo e as aguas. Desafiando o governo de sua época e a
l6gica que imperava naquele instante onde a ciéncia era um conhecimento quase
divino e exclusivo para homens, ela descreve como os inseticidas a base de
hidrocarbonetos clorados e fosforo organico alteravam os processos celulares de
plantas, animais e seres humanos.

Somente depois da publicagdo do livro Primavera Silenciosa, comunidades
que haviam sofrido pulverizacbes aéreas de pesticidas comecaram a se organizar
em nivel local contra a continuidade da poluicéo toxica. Os cientistas que alegavam
serem o0s sabedores do conhecimento supremo acabaram tendo de assumir sua
ignorancia relativa a alguns aspectos das interacdes dos compostos quimicos que
produziam, e desta forma o governo comecou a preparar algumas leis para protecao
contra um novo tipo de contaminac¢éo considerada invisivel (CARSON, 2012).

Quase como uma sequéncia ao trabalho publicado por Carson, o livro “O
futuro roubado” langado em 1996 aborda questdes que vado além do ja discutido

cancer, efeito causado pelo uso de pesticidas e herbicidas. Estes dados aprofundam
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outras questdes relativas a exposicdo a compostos quimicos que sao capazes de
desenvolver um efeito mimetizador dos horménios trazendo em si, Varias
consequéncias aos animais e aos seres humanos. Efeitos estes como o que o DES
(Dietilestilbestrol), causou em muitas m&es que usaram 0O mMesSMoO COMo
medicamento para mulheres que tinham dificuldade em levar uma gravidez adiante
ou até mesmo como uma vitamina durante a gravidez. Este foi responsavel, de
acordo com estudos da época, por diversos casos de cancer de vagina em filhas de
mulheres que utilizaram o medicamento durante a gestacdo (COLBORN;
DUMANOSKI; MYERS, 2002).

Além disso, também foi atribuido ao DES a ma formacéo uterina em cada 40
mulheres de 60 que foram expostas, impedindo que as mesmas pudessem vir a ser
mae. Esse composto também trouxe problema aos filhos (homens) de mulheres que
fizeram uso do mesmo durante a gestacao. A eles sao atribuidos problemas como o
elevado numero de espermatozoides com problema de locomocao, pénis atrofiados
e cancer de testiculos (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS, 2002).

Ha varios aspectos que tem sido estudado visando caracterizar um
desregulador enddcrino. Estes geralmente ocorrem no meio ambiente como uma
mistura complexa de varios compostos quimicos e ndo isoladamente. Seus impactos
variam substancialmente sobre o ciclo de vida de organismos e sao particularmente
severos durante a gestacdo e as primeiras etapas do desenvolvimento, os efeitos
podem vir a serem percebidos muito depois da exposicdo e muitos desreguladores
endocrinos exibem efeitos nas geragbes futuras, conhecido como efeito
transgeracional (KHETAN, 2014).

2.2Mecanismo de acao

Organismos multicelulares necessitam integrar e regular a funcionalidade das
diferentes células. Os dois sistemas utilizados para realizar esta operacdo sédo o
sistema nervoso e o sistema enddcrino. O sistema enddcrino é crucial tanto para as
plantas como para os animais e seres humanos, tendo em vista que este é
responsavel pelo crescimento, reproducdo, manutencdo e metabolismo. Além disso,
€ responsavel pela producdo de horménios com diferentes funcdes e consiste de

varias glandulas como o pancreas, a tireoide, os 0rgaos reprodutores (ovarios e
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testiculos), o hipotdlamo, a pituitaria (hipdfise), a paratireoide e a suprarrenal em
diferentes areas (CALIJURI, 2013).

As moléculas de hormoénios sdo geralmente de vida curta no corpo, de
minutos a ndo mais que algumas horas, devido ao mecanismo natural de limpeza,
gue ocorre pela inativacdo realizada através de figado e rins. Todavia na presenca
de desreguladores enddcrinos estes mecanismos podem nédo se aplicar, conduzindo
a persisténcia e bioacumulacdo dessas substancias no corpo.

Os desreguladores endocrinos sédo uma classe de substancias presente no
meio ambiente e que alteram as funcbes enddcrinas. Estas sdo encontradas na
ordem de pg L™ e ng L™, e trazem varios efeitos negativos a plantas, animais e seres
humanos (BILA, 2005).

Os sitios receptores dos horménios possuem alta afinidade pelo hormdnio
especifico, portanto para a ativacdo da resposta sdo necessérias pequenas
concentracbes de hormdnio. Embora haja essa especificidade, os sitios podem se
ligar com outros compostos quimicos, 0 que significa que qualquer desregulador
endocrino em pequena concentracdo pode causar efeitos e deflagrar uma resposta.
A ruptura enddcrina ocorre pela acdo do desregulador, quando este interage com o
receptor do hormdénio, promovendo uma resposta diferente a natural do sistema
enddcrino. Esta acdo pode ocorrer pela acdo do produto quimico se ligando ao
receptor e atuando como imitador do horménio, o que se denomina efeito agonistico.
Ha também a possibilidade do composto quimico se ligar ao receptor e nao produzir
resposta alguma impedindo o horménio de interagir, dando um efeito antagonistico
(CALIJURI, 2013). A Figura 1 mostra como ocorre 0 mecanismo de acgao relativo a

estes efeitos no organismo.
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Figura 1: Mecanismo de acdo dos compostos desreguladores enddcrinos.
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Fonte: GHISELLI & JARDIM, 2007.

Ha ainda outros efeitos que podem ocorrer pela acdo de compostos quimicos
no sistema enddcrino, tais como, a ruptura da sintese e remoc¢éo dos hormonios e
seus receptores, e a interacdo com multiplos sistemas de horménios. Logo o
processo pode ser definido através dos seguintes mecanismos (CALIJURI, 2013):

Imitador: O perturbador ajusta-se precisamente ao receptor do hormoénio e
passa a enviar mensagem em tempo ndo adequado ou em superproducao,
alterando atividades bioldgicas.

Estimulador: Alguns perturbadores estimulam a formacgéo de mais receptores
de hormdnios nas células, multiplicando os sinais do hormonio.

Bloqueador: Os perturbadores blogueiam os horménios naturais, pela
ocupacgao dos sitios receptores.

Estimulador enddcrino: Ocorre pela acdo de perturbadores que aceleram a
degradacéo dos horménios e os eliminam do corpo, levando a deficiéncia.

Estimulador de enzima: Ocorre pela acdo de desreguladores que interferem
em enzimas necessarias para degradacdo do horménio no sistema, resultando em
mais horménio do que o necessario (ou do que é saudavel).

Desintegrador: Os desreguladores destroem o hormonio ou a habilidade deste

em realizar a funcgéo.
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2.3Definicao

Os desreguladores endocrinos sdo micropoluentes que possuem uma agao
deletéria especifica resultante de uma alteragdo de qualquer parte do sistema
endocrino. A definicdo precisa de um desregulador enddcrino foi proposta no
“European Workshop on the impact of endocrine disrupters on human health and
wildlife” que diz: “Um agente desregulador enddcrino € uma substancia exdgena que
causa efeitos adversos a saide em um organismo intacto, ou seus descendentes,
em consequéncia de mudancas na funcao endoécrina” (BIRKETT & LESTER, 2003).

Muitos compostos quimicos tém demonstrado este potencial, de ser um
desregulador enddcrino, todavia de acordo com Birkett & Lester (2003) mais estudos
sdo necessarios. Por exemplo, estudos “in vitro”, como ensaios de ligacbes de
horménios, tem demonstrado que 0s compostos quimicos possuem efeitos
desreguladores, mas o0s estudos ainda ndo estdo bem estabelecidos “in vivo”.
Assim, uma definicdo separada deste potencial endocrino é necessaria: “Um
potencial desregulador enddcrino possui propriedades que pode se esperar que
levem a um efeito desregulador endocrino em um organismo intacto”.

A agéncia de protecao ambiental americana (EPA) propds uma definicdo mais
detalhada para um desregulador endécrino, que diz: “Um desregulador enddcrino é
um agente exdgeno que interfere com a sintese, secrecdo, transporte, ligacdo e
acdo ou eliminacdo do horménio natural no corpo que sao responsaveis pela
manutencdo, reproducdo, desenvolvimento e ou comportamento dos organismos”
(NERL SCIENCE, 2015).

O importante de se estar ciente € que um acordo ainda esta pendente no que
se refere ao efeito biologico especifico que seria requerido para classificar uma
substancia como um potencial desregulador endocrino. Desreguladores enddécrinos
(EDC’s) podem exibir comportamento estrogénico ou androgénico. Assim, podemos
dizer que estrogénios sdo definidos como “qualquer um da familia de horménios
esteroides que regulam e sustentam o desenvolvimento sexual feminino e funcdes
reprodutivas”. Entretanto alguns cientistas ampliaram a definicdo de estrogénios
para incluir qualguer composto que: estimule o crescimento de tecido por aumento
de proliferacdo celular em Orgdos sexuais femininos, promova hipertrofia ou

aumento de tamanho celular, como os que ocorrem em seios femininos ou no
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musculo masculino durante a puberdade e inicia a sintese de proteinas especificas
(BIRKETT & LESTER, 2003).

No que se refere a comportamento androgénico é definido como “classe de
horménio sexual masculino relacionado ao esteroide androstano e produzido no
cortex adrenal e nos testiculos; incluem a testosterona, androsterona e
androstanolona responséavel pelo desenvolvimento de caracteristicas secundéarias
masculinas como a voz e pelos faciais” ( BIRKETT & LESTER, 2003).

2.4Compostos quimicos com propriedades desregulado ras endocrinas

Véarias substancias desreguladoras endocrinas ou potencialmente foram
previamente classificadas como micropoluentes. Isto inclui compostos como 0s
alquilfendis, alquilfendis polietoxilados, hidrocarbonetos poliaromaticos, bifenilas
policloradas, ftalatos, bisfenol-A, polibromados retardantes de chama, dioxinas,
furanos, pesticidas e horménios esteroides. Com o0 aumento do conhecimento
relativo a estes compostos, a lista de compostos quimicos que exibem tal
propriedade tende a crescer (KHETAN, 2014). Ha duas maneiras principais de se
determinar se qualquer composto quimico exibe caracteristicas de desregulador
endocrino que sdo ensaios in “vitro” ou “in vivo”, embora a maioria dos dados
disponiveis sobre compostos desreguladores endécrinos tenham vindo de ensaios
realizados in “vitro”. A Tabela 1 mostra uma gama de compostos que foram
classificados como desreguladores enddocrinos ou como potenciais desreguladores
(BILA, 2005).
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Tabela 1- Substancias quimicas classificadas como desreguladores enddcrinos.

Ftalatos Agrotoxicos
dimetil ftalato (DMP) Inseticidas Fungicidas
dietil ftalato (DEP) DDT (2,2 bis-p-clorofenil-1, | Vinclozonila

di-iso-butil ftalato (DIBP)
di-n-butil ftalato (DBP)
butilbenzil ftalato (BBP)
diciclohexilo ftalato (DCHP)
di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP)
di-n-octil ftalato (DOP)
di-iso-octil ftalato ( DIOP)
di-iso-nonil ftalato (DINP)
di-iso-decil ftalato (DIDP)

1,1-tricloroetano)

DDE (2,2 bis-p-clorofenil-
1,1-dicloroetileno)
Deltametrin

Carbofurano

Herbicidas

Antrazina

Linuron

Carbendazime
Penconazol
Procloraz
Propiconazol
Epoxiconazol
Procimidona

Tridemorfos

Alquilfendis

Pesticidas Organoclorados

Nonilfenol
Nonilfenol Etoxilado
Octilfenol

Octilfenoletoxilado

Lindane (1,2,3,4,5,6-hexaclorohexano)

Compostos organicos de estanho
Tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT)

Organoclorados

Bifenilas policloradas

Dibenzo-p-dioxina

TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-
dioxina)

TCDF (2,3,7,8-

tetraclorodibenzofurano)

2,4 ,4A-triclorobifenil
2,2,5,5-tetraclorobifenil
2,2,4,5,5-pentaclorobifenil
2,3,4,4,5-pentaclorobifenil
2,2,3,4,4,5-hexaclorobifenil
2,2,4,4,5,5-hexaclorobifenil

2,2,3,4,4,5,5-heptaclorobifenil
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Continuacédo da Tabela 1- Substancias quimicas classificadas como desreguladores

enddcrinos.
Bisfenol
Bisfenol A
Parabenos Retardante de chama bromado
Benzilparabeno Polibromofenila (PBB)
Isobutilparabeno 2,2,4,4-tetrabromofeniléter (BDE 47)
Butilparabeno 2,2,4,4,5-pentabromodifenil éter (BDE 99)
n-propilparabeno 2,2,4,4,6-pentabromodifenil éter (BDE 100)
etilparabeno 2,2,4,4,5,5-hexabrmodifenil éter (BDE 153)
metilparabeno 2,2,4,4,5,6-hexabromodifenil éter (BDE154)
Hidrocarbonetos aromaticos 2,2,3,4,4,5,6-heptabromodifenil éter
policiclicos Octabromodifenil éter (BDE octa)
Naftaleno Benzo (a) antraceno Decabromodifenil éter (BDE 209)
Acenaftileno | Criseno Hexabromociclododecano (HBCD)
Acenafteno | Benzo(b)fluorantreno Tetrabromobisfenol A (TBBA)
Fluoreno Benzo(k)fluorantreno
Fenantreno | Benzo(a) pireno Fitoestrogénios

Antraceno Indeno(123-cd)pireno

Isoflavona: daidzeina e genisteina

Fluoranteno | Dibenzo(ah) antraceno . . .
Ligana: metaresinol, enterodiol e

Pireno Benzo (ghi)perileno
enterolactona

Estrogénios naturais

Estrona (E1)
17 B-estradiol (E2)

Agentes terapéuticos e

farmacéuticos

Dietilestribestrol (DES)
17a-etinilestradiol (EE2)

Fonte: BILA, 2005.
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2.517a- etinilestradiol

O hormoénio sintético 17a-etinilestradiol, é usado com medicamento para
seres humanos no tratamento de diversos disturbios ginecoldgicos e no tratamento
de cancer de mama poOs-menopausa. Entretanto, seu uso mais intensivo € como
contraceptivo oral, onde geralmente € usado em conjunto com progestina sintética.
Estas concentragBes nas pilulas contraceptivas variam na concentracdo de 20 a 50
Hg, com 35 pg sendo a concentragcao mais comum (JOHNSON & HARVEY, 2002).

Os dados sobre as propriedades fisico quimicas do 17a-etinilestradiol e seu
destino ambiental indicam que a substancia é relativamente persistente no meio
ambiente aquéatico (JOHNSON & HARVEY, 2002). Ao contrario do horménio natural
17B-estradiol, o hormoénio sintético 17a-etinilestradiol €& apenas lentamente
biodegradado nos tratamentos de esgoto e no meio ambiente. Portanto, mesmo
baixas concentracdes deste, sdo fontes de preocupacdo, se detectados em
alimentos e agua para consumo humano (WENZEL; MULLER; TERNES, 2003). Até
5 ng L' de 17a-etinilestradiol foram relatados em aguas superficiais. Em aguas
subterraneas foram detectados até 0,6 ng L™ em estudo realizado na EU (Uni&o
Europeia). No caso de aguas naturais, isentas de despejos industriais, agricolas ou
de esgotos, ndo ha ocorréncia do 17a-etinilestradiol relatado na literatura (WENZEL,;
MULLER; TERNES, 2003). Outros resultados apontam ainda que para o
monitoramento realizado na planta de tratamento em Liguria na Italia os valores
obtidos para o 17a-etinilestradiol ficaram abaixo do limite de deteccdo excetuando
um ponto que se manteve na faixa de 5 ng L™ (DI CARRO et al., 2010), Entretanto
em estudo realizado no rio Dan-Shui no Taipei, os valores foram bem mais elevados,
ficando na ordem de 15 ng L™ e ressaltando os problemas relacionados de efeito de
matriz e filtragem da amostra. Esta diferenca consideravel vem do fato da Europa
realizar em geral um bom tratamento do seu esgoto antes de devolver aos rios
(CHEN et al., 2007).

O principal sitio de metabolismo do 17a-etinilestradiol € o figado através de
duas vias metabdlicas principais sendo a 2-hidroxilacdo e a 16[B-hidroxilacdo. Estas
vias resultam em um numero de metabdlitos, os quais sdo conjugados com
glucoronidos e sulfatos e séo considerados biologicamente inativos. Todavia a maior
parte do 1l7a-etinilestradiol é conjugada diretamente com o acido glucorénico e
excretada na urina (JOHNSON & HARVEY, 2002). Diferentemente do hormdnio
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natural, uma parte significante do 17a-etinilestradiol é eliminada por rota fecal. Em
estudos radiomarcados a proporgdo radioativa da relagdo fezes/urina tem sido
reportada em torno de 4:6, e o total de recuperacdo de ambas as fontes esta na
faixa de 90% (JOHNSON & HARVEY, 2002).

Entre as caracteristicas de bioacumulagdo e fisico-quimicas do composto
podemos mencionar que ndo ha dados sobre persisténcia deste em solo, embora
seja provavel que a adsor¢cao no solo seja uma importante fonte de remocéao, devido
ao coeficiente de particdo agua carbono organico (log Koc) de 3,8 (JOHNSON &
HARVEY, 2002). A Tabela 2 apresenta os dados relativos a nomenclatura quimica e
caracteristicas do 17a-etinilestradiol.

Tabela 2 — Nomenclatura e caracteristicas do 17a-etinilestradiol

Numeros do CAS 57-63-6

Nomenclatura IUPAC 17a-19-norpregna-1,3,5(10)-trien20-ino-
3,17 diol

Outros nomes 17a-etiniloestradiol, 17a-etinilestradiol,
EE2.

Peso molecular 296.4034

Férmula quimica C20H240>

Estrutura quimica HO

Z

OH

Fonte: JOHNSON & HARVEY, 2002.

A principal rota de entrada do 17a-etinilestradiol no meio ambiente aquéticos
€ pelo efluente doméstico como resultado da eliminacdo do medicamento
contraceptivo utilizado pelas mulheres (NAGPAL & MEAYS, 2009).

Héa também a possibilidade do efluente de fabricantes de esteroides sintéticos
contribuirem potencialmente em contaminagfes localizadas. Além destas vias

citadas, ha ainda a possibilidade do descarte por parte do usuario de medicamentos
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nao mais utilizados ou fora do prazo de validade. Na Europa, o procedimento

estabelecido é de retorno do mesmo a farmécia, que é responsavel pela disposi¢ao
e descarte adequado (SNYDER et al., 2009).

A Tabela 3 mostra os dados das concentracbes de 1l7a-etinilestradiol em

descargas de efluentes de plantas de tratamento, e 0s niveis encontrados nos lodos

de esgoto das respectivas plantas de operagcédo na Europa. De acordo com Johnson

e Harvey (2002), os estudos de monitoramento indicam que o 17a-etinilestradiol

mantém- se na faixa de 0,1 a 62 ng L™,

Tabela 3 — Resumos das medi¢bes da concentracao do 17a-etinilestradiol em

plantas de tratamento de descarte na Europa.

Pais Localizacdo Concentracdo de Referéncia
17a-etinilestradiol
emng L™
Alemanha 20 ETE’s 178, 62° Stumpf et al (1996)
13 ETE’s ND Wegener et al
(1999)
16 ETE'’s 12 4° 15° Ternes et all (1999)
1ETE 0,2-3 Hansen et al
(1998)
3 ETE’s 0,1-8.9,0.7%,1.4 Kuch and
Ballschmitter
(2001)
Italia 6 ETE’s ND-1.7, 0.45°% Baronti et al (2000)
5 ETE’s ND — 2.2 Johnson et al (

2000)
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Continuacéo da Tabela 3 — Resumos das medi¢bes da concentragédo do 17a-
etinilestradiol em plantas de tratamento de descarte na

europa.
Holanda 5ETE's (2 ND? Belfroide et al
industriais e 3 ND-7.5 (1999)
domésticas)
Johnson et al
3 ETE’s 02-14 (2000)
Espanha 24 hrs amostra ND Solé et al (2000a)
composta de 4
ETE'’s
Suécia 1ETE 4 Larrson et al (1999)
Reino Unido Lodos ativados de ND -7 Aheme and Briggs(
ETE, 8 amostras 1989)
7 ETE’s (detectado ND -7 Desbrow et al
em 2 ETE de (1998)
todas durante as 3
ocasides; 1 ETE
em uma ocasiao).
Chelmsford ETE 1.7-3.4 Rodgers-Gray et al
(2000)
3ETE's nos rios ND—-1.85 Niven et al (2001)
Lea e Nene
2 ETE'S ND Kanda et al (2001)

Legenda: ETE — Estacgdo de tratamento de esgoto, ND — N&o detectado, a =média, b=-90 por cento, c= maximo.

Fonte: JOHNSON & HARVEY, 2002.
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2.6 17B- estradiol

O estrogeno natural, 17B-estradiol é sintetizado em todas as fémeas
vertebradas e em menor quantidade em machos, este alcanga o meio ambiente via
eliminacdo dos dejetos através dos sistemas de esgoto (WENZEL; MULLER;
THERNES, 2003). Este composto geralmente é utilizado pela medicina
particularmente como repositor em terapias e para tratamento de outros distlrbios
ginecologicos. Ele também é utilizado para tratamento de céancer de prostata e de
mamas em homens e para tratamento de cancer de mama em mulheres pos-
menopausa. O 17B-estradiol também ¢é utilizado em terapias, como auxiliar de
crescimento, em medicina veterinaria. Nos Estados Unidos o consumo anual deste
horménio como auxiliar em terapia de reposicdo hormonal e como auxiliar de
crescimento na agricultura esta estimando na faixa entre 0,58 e 1,69 toneladas por
ano (JOHNSON & HARVEY, 2002).

Sua rota metabdlica é equivalente a do 17a-etinilestradiol, onde a maior parte
da degradacdo ocorre no figado por 2 vias que sdo a 2-hidroxilacdo e a 16-
hidroxilagdo, resultando em metabdlitos que s&o biologicamente inativos e
amplamente eliminados pela urina. Os principais metabdlitos sdo conjugados do
estriol, 2 o-hidroxiestrona, estrona, 16a-hidroxiestrona e o estradiol, em ordem
decrescente de importancia (JOHNSON & HARVEY, 2002)..

Uma menor parte do 17B-estradiol € eliminada pelas fezes, estes metabdlitos
tendem a ser excretados em uma forma néo conjugada diferentemente da
eliminacao pela urina e representam em torno de 5 a 10% do volume total excretado
pelas fezes e urina (JOHNSON & HARVEY, 2002).

O 17B-Estradiol ndo pode ser eliminado através do tratamento de esgoto,
devido a sua velocidade de degradacdo ser muito lenta, para se conseguir a
completa eliminagdo, antes que estas alcancem os corpos hidricos (WENZEL;
MULLER; THERNES, 2003). A Tabela 4 mostra os valores excretados de
estrogenos naturais por seres humanos. A quantidade eliminada por cada ser

humano varia de acordo com a idade e com o género.
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Tabela 4 — Quantidade média eliminada de estrogénios naturais por humanos.

Populacéao Excrecdo (estrogénios  Excrecdo meédia (ug/dia)
pg/dia)

Criancas 1-40 20

Homens 40-130 85

Mulheres, nao gravidas 50-450 250

Mulheres, gravidas 450-30.000 10.000

Mulheres pés-menopausa 5-50 28

Fonte: (WENZEL; MULLER; THERNES, 2003).

A expectativa sobre a bioacumulacdo do 17B-estradiol em organismos
aguaticos é de que estes valores sejam baixos considerando o baixo valor do
coeficiente de particdo agua octanol (JOHNSON & HARVEY, 2002).

Os dados fisico quimicos do 17B-estradiol e sua rota ambiental, indicam que
sua biodegradacdo com remocao completa leva em torno de 14-28 dias. A adsorcéo
€ o principal processo de remo¢do do composto (JOHNSON & HARVEY, 2002). A
Tabela 5 apresenta os dados relativos, as nomenclaturas quimicas e as

caracteristicas, além dos dados de destino ambiental do 17(3-estradiol.

Tabela 5 — Nomenclatura, caracteristicas e dados relativos ao destino ambiental do
17B-estradiol.

Nomenclatura e caracteristicas Valores (comentarios)

Numeros do CAS 50-28-2

Nomenclatura IUPAC 17B-estra-1,3,5(10)-trien-3,17-diol
Outros nomes OEstradiol, Estradiol, 17B-O estrona, E2
Peso molecular 272.4

Férmula quimica C18H240>
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Continuacgdo da Tabela 5 — Nomenclatura, caracteristicas e dados relativos ao
destino ambiental do 17(3-estradiol.

Estrutura quimica HO
OH
Estado fisico a temperatura ambiente Solido
Solubilidade em &gua 13 mgL* a 20°C
Coeficiente de particdo octanol-agua 2.69-4.0
(log Kow)
Coeficiente de particdo carbono — agua 2.78-3.4
(log Koc)
Constante de Henry N&o determinado
Tipo de degradacéo
Aquatico - abidtico A adsorcéao € o principal processo de

remocao, com a fotdlise sendo de menor

importancia e a volatilizacdo desprezivel

Aquatico — bidtico Varios estudos laboratoriais indicam que
0 17B-estradiol prontamente sofre
biodegradacao com total

desaparecimento no prazo de 14-28 dias

Terrestre N&o ha dados disponiveis sobre a
persisténcia do 17B-estradiol no solo,
embora seja provavel que a adsorgcéo no
solo seja um importante processo de

remocao

Atmosférico Nao determinado

Fonte: JOHNSON & HARVEY, 2002.
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pY

Dados relativos a quantidade de 17@-estradiol encontrado em plantas de
tratamento de esgotos e lodos de estagéo indicam a concentracdo do composto na
faixa de 0,15 a 88 ng LY (JOHNSON & HARVEY, 2002).

O 17B-estradiol foi detectado em agua de superficie na Alemanha, Italia,
Holanda e Reino Unido em concentracdes de até 12 ng L™, sendo que a maior parte
dos valores reportados na literatura e nos relatérios das autoridades informam o
range de < LD (limite de deteccéo) até em torno de 4 ng L™ . Os valores méaximos
foram reportados em torno de 5,5 e 12 ng L™. No caso de &guas subterraneas e
aguas para consumo humano, o 17B-estradiol ndo foi detectado nos paises citados
(JOHNSON & HARVEY, 2002).

2.7Estrona

A estrona é 10 vezes menos potente que o estradiol e representa 60 a 80%
do estrogeno circulante. O composto foi 0 primeiro estrogeno a ser isolado de forma
cristalina da urina de uma mulher gravida. Estrogenos séo biossintetizados no
foliculo dominante maduro e no corpo liteo em mulheres na pré-menopausa.
Durante a gravidez, a placenta se torna o principal local de biossintese de
estrogenos. Aproximadamente 50% da producdo da estrona ocorrem nos ovarios
(LEMKE et al., 2008). A estrona restante € biossintetizada pelo estradiol, bem como
a partir da conversdo do sulfato de estrona em estrona na glandula adrenal. Em
contraste com as mulheres pré-menopausa nas quais a propor¢cdo de estrona
natural versus estradiol € de 1:2, nas mulheres pds-menopausa a propor¢ado de
estrona para estradiol € de 2:1, o que reflete uma perda na funcdo do ovario
(LEMKE et al., 2008).

Entre os principais usos da estrona podemos mencionar o0 uso médico em
humanos na terapia de reposicdo hormonal e no tratamento de disturbios
ginecoldgicos. Além do uso da estrona no tratamento de cancer de prostata em
homens e de seios em mulheres pés-menopausa (JOHNSON & HARVEY, 2002).

Sua rota metabdlica é similar aos compostos citados anteriormente onde a
maior parte da degradacgdo ocorre no figado por duas vias que sdo a 2-hidroxilacdo
e a 16B-hidroxilacdo, também resultando em metabodlitos considerados
biologicamente inativos e amplamente eliminados pela urina (JOHNSON &
HARVEY, 2002).



33

A principal rota de lancamento no meio ambiente deste composto é pelos
sistemas de esgotos ou excremento de animais. Apesar de ser degradavel pelo
sistema de tratamento de esgoto, assim como o 17@-estradiol, a velocidade de
degradacdo e completa remocdo é muito lenta, permitindo que este alcance os
cursos de agua (JOHNSON & HARVEY, 2002).

Apesar de ndo haver disponibilidade de dados relativos a bioacumulacdo da
estrona em organismos aquaticos, o seu baixo coeficiente de particdo octanol/agua,
indica que é improvavel sua bioacumulacéo na biota (JOHNSON & HARVEY, 2002).

As propriedades fisico-quimicas da estrona indicam sua completa remocao do
ambiente entre 14 e 28 dias em testes realizados sob condi¢cdes aerObicas. A
adsorcdo de compostos organicos é um importante processo resultando no
particionamento da estrona em sedimentos e solo (JOHNSON & HARVEY, 2002). A
Tabela 6 apresenta os dados relativos a nomenclatura quimica e informacdes fisico-

guimicas, além dos dados de destino ambiental da estrona.

Tabela 6 — Nomenclatura, caracteristicas e dados relativos ao destino ambiental da

estrona.
Nomenclatura e caracteristicas Valores (comentarios)
Numeros do CAS 53-16-7
Nomenclatura [IUPAC 3-hyroxiestra-1,3,5(10)-trien-17-one
Outros nomes Oestrona, estrona, E1
Peso molecular 270.4
Férmula quimica C18H220>

Estrutura quimica

OH

Estado fisico a temperatura Solido

ambiente

Solubilidade em &gua 30mgL*a20°C
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Continuacédo da Tabela 6 — Nomenclatura, propriedades fisico-quimicas e dados
relativos ao destino ambiental da estrona.

Coeficiente de particdo etanol - 3.13-3.43

agua (log Kow)

Coeficiente de particdo carbono 3.1-35

—agua (log Koc)

Constante de Henry N&o determinado

Tipo de degradacéo

Aquatico - abiotico A adsorc¢éo é o principal processo de remogcao,
com a fotolise sendo de menor importancia e a

volatilizacéo desprezivel

Aquatico — bidtico Estudos laboratoriais em condi¢gdes aerdbias
indicam que a estrona prontamente sofre
biodegradacao com total desaparecimento no

prazo de 14-28 dias

Terrestre Nao determinado

Atmosférico Nao determinado

Fonte: JOHNSON & HARVEY, 2002.

Dados relativos a presenca da estrona em plantas de tratamento de efluentes
e lodos de estacOes de tratamento na Europa indicam a concentracdo do composto
na faixa de 0,35 a 220 ng L™, sendo que normalmente encontra-se na faixa de 5 a
20ng L™

A estrona foi detectada na agua de superficie na Europa ficando normalmente
na faixa de 0,5 até 14 ng L™* (JOHNSON & HARVEY, 2002).

2.8Bisfenol A

O bisfenol A (BPA) é um dos mais comuns compostos quimicos industriais
produzidos mundialmente, foi sintetizado primeiramente pelo quimico russo
A.P.Dianin em 1981 (SCHECTER, 2012). O bisfenol A é utilizado para producéo de
resinas epoxi e policarbonatos, como um antioxidante em PVC plastico e como
inibidor de polimerizacdo em PVC (WENZEL; MULLER; THERNES, 2003).

Esse composto consiste de dois grupos funcionais de fendis conjugados, e é

sintetizado pela condensacdo da acetona com dois equivalentes do fenol. Além das
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aplicacbes mencionadas ele também tem aplicacbes como retardante de chama,
papel térmico sem carbono, e outros plasticos e resinas, tais como resinas de
poliéster, resinas de polisulfona e resinas de poliacrilonitrila (SCHECTER, 2012). A
capacidade mundial de producédo do bisfenol A foi de um milh&o de toneladas nos
anos 80, e mais de 2,2 milhdes de toneladas em 2009. (SCHECTER, 2012)

O BPA tem sido detectado no solo, ar, 4gua, aterros, lixiviados e no corpo
humano. O BPA é achado no soro do sangue, leite, saliva e urina dos seres
humanos em concentragdes nanomolar. Também foi detectado no fluido amnidtico
em concentracdes cinco vezes maior que o medido no plasma materno. Exposi¢des
fetais e perinatal de roedores ao BPA tem demonstrado afetar o cérebro, as
glandulas mamarias e o trato reprodutivo, incluindo cancer horménio dependente
como sado os casos de cancer de prostata (SCHECTER, 2012).

Concentracfes de BPA em &gua de superficie foram reportadas na literatura
em rios da Austria, Bélgica, Suica, Alemanha e Holanda até o limite de 0,8 pug L. No
caso de agua potavel concentracdes de BPA, foram detectadas em limites baixo na
ordem de ng L™. Dados da literatura revelam que o bisfenol A pode ser encontrado
em &gua potavel nas concentracdes de 0,0005 a 0,002 pg L (WENZEL; MULLER;
THERNES, 2003). A Tabela 7 apresenta os dados relativos & nomenclatura quimica
e caracteristicas do BPA

Tabela 7 — Nomenclatura e caracteristicas do bisfenol A.

Numeros do CAS 80-05-7
Nomenclatura [IUPAC 4,4-(2,2-propanediyl)diphenol
Outros nomes 4,4-(1-Methylethane-1,1diyl) diphenol, e

4,4 Methylethylidendbisphenol

Peso molecular 228.28

Formula quimica C15H1602
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Continuacédo da Tabela 7 — Nomenclatura e caracteristicas do bisfenol A.

Estrutura quimica

CH,

Fonte: HTTP:/WWW.CHEMSPIDER.COM/CHEMICAL-STRUCTURE.6371.

As propriedades estrogénicas do BPA foram primeiramente demonstradas em
estudos utilizando ratos ovariectomizados nos anos 30 durante uma pesquisa para
producdo de estrogenos sintéticos. Entretanto, este foi abandonado como farmaco
ap0s a descoberta do dietiestilbestrol (DES), que demonstrou ser muito mais potente
(SCHECTER, 2012).

Desde os anos 90, varias dezenas de estudos tém sido dedicados para
determinacdo de quantos produtos de consumo possuem o BPA, e quanto dele é
liberado sob condi¢des normais de utilizagdo nos alimentos e bebidas. Grande parte
destes estudos tem se focado no nivel de BPA liberados em mamadeiras de bebés,
produtos dentarios e filmes de contato com alimentos. Ha também uma grande
qguantidade de estudos dedicados a medir o BPA em alimentos enlatados, incluindo
vegetais, peixes, sopas, comidas infantis e leite entre outros (SCHECTER, 2012).

De acordo com Schecter (2012), recentemente dois estudos de mercado
foram realizados com comidas enlatadas no Canada e nos Estados Unidos. Estes
estudos confirmaram que a maioria dos alimentos enlatados contém niveis
detectaveis de BPA. Uma ampla faixa de concentracdo foi reportada, levando os
cientistas a estimarem que a atual exposicdo humana oriunda de alimentos
enlatados e produtos engarrafados deve ser em torno de nanograma por quilo para
as criancas e adultos oriundos de enlatados e engarrafados, e micrograma por quilo
oriundos de mamadeiras.

O BPA esta presente em quantidades significantes nos aterros e lixiviados em

grande parte devido aos plasticos depositados nestes locais. De acordo com
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Schecter (2012) até este momento ndo € possivel dizer o quanto estas fontes
ambientais contribuem para exposicdo humana ao bisfenol A, embora a exposicéo
da vida selvagem seja significantemente suscetivel.

O BPA guando néo conjugado (na sua forma ativa) entra no corpo, este &
metabolizado pelo figado em pelo menos dois metabdlitos; a maioria € conjugada na
forma de BPA-gucorinado, e uma menor parte é conjugada na forma de BPA
sulfato. Quando o BPA entra no organismo por via oral, este metabolismo é
considerado bem mais eficiente porque o BPA é metabolizado no figado antes de
entrar em contato com a corrente sanguinea. Quando o BPA entra no organismo por
vias ndo orais, ou seja, absorvido pela pele ou pelo sistema respiratdrio, este pode
circular pelo organismo antes de chegar ao figado. Esta distincdo € importante,
porque somente o BPA ndo conjugado tem atividade estrogénica (SCHECTER,
2012).

2.94 nonilfenol

O 4 nonilfenol € um produto da degradacdo de polietoxilados usado como
surfactantes na limpeza de casa e agentes de limpeza industrial (30% do uso total).
Os principais produtos de limpeza possuem nonilfenol polietoxilados. Além do uso
como agente de limpeza, o 4 nonilfenol também € utilizado como emulsificante e
estabilizante em polipropileno e PVC. Derivados de 4 nonilfenol séo utilizados como
emulsificante em pesticidas e em outras aplicagdes como auxiliar téxtil.

Na Europa os principais fabricantes de detergentes, voluntariamente
estabeleceram um acordo para banir o uso de nonilfenol etoxilados em detergentes
domésticos (WENZEL; MULLER; THERNES, 2003).

O 4 nonilfenol é um produto de origem intermediario do ciclo de refinamento
do petroleo. Geralmente é formado pela alquilacdo do fenol com uma mistura de
isdmeros do nonano em presenca de catalisador acido. O produto resultante € uma
mistura de isbmeros para substituidos como o 4 nonilfenol (DA SILVA, F. et al.,
2007).

Os alquilfendis (classe de produtos a qual o 4 nonilfenol faz parte) tém sido
amplamente utilizados no mundo, chegando a 650.000 toneladas produzidas em
1995, onde mais de 90% foram de nonilfenol. Segundo Harvilics (1999, apud DA
SILVA, F. et al., 2007) o nonilfenol possui grande producéo nos Estados Unidos que
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em 1998 alcancou valores de 104 milhdes de quilos, com uma expectativa de
crescimento de 2 a 3% ao ano.

O 4 nonilfenol foi frequentemente detectado em aguas superficiais. Na
literatura e nos relatorios oriundos de autoridade oficiais a concentracdo maxima de
nonilfenol presente foi de 644 pg L™* incluindo nos estudos os paises Austria,
Bélgica, Espanha, Holanda e Reino Unido. A concentracdo mais elevada detectada
foi identificada em um rio a jusante de uma planta de tratamento de esgoto e pode-
se considerar que este valor ndo representa uma caracteristica comum do rio, tendo
em vista que os valores médios rio a montante da planta de tratamento de esgoto
ficaram na faixa de 55 pg L™ de nonilfenol e os valores médios encontrados na
Europa sdo na faixa de 0,8 pg L™ a 3,3 pg L™ . Adicionalmente pode-se dizer que
esta ampla diferenca de valores detectados, tem relacdo com a capacidade de
tratamento de esgoto das plantas de operagéo antes do descarte no rio (WENZEL;
MULLER; THERNES, 2003).

A maioria dos compostos nonilfenol que se encontram nos rios estdo sob a
forma de metabdlitos persistentes, sendo o acido nonilfenodxi-carboxilico, o mais
abundante. A distribuicdo entre as classes de nonilfenol presente nos rios é
influenciada pelos processos fisico-quimicos e biolégicos, bem como pela classe do
composto e variagdes climaticas. Elevadas concentracdes de metabalitos lipofilicos
nos sedimentos dos rios indicam a importancia dos tratamentos fisico-quimicos na
distribuicdo do nonilfenol em aguas naturais (DA SILVA, F. et al., 2007).

Os nonilfendis tem grande capacidade de bioacumulagédo, em funcéo de sua
capacidade lipofilica, adsorve-se preferencialmente na matéria organica e nos
sedimentos ndo estando disponivel para degradacdo anaerdbica, todavia seu
acumulo nos sedimentos € de grande preocupacédo, pois pode facilmente se tornar
disponivel em 4guas naturais através de ressuspensao de sedimentos ou pelo baixo
nivel de aguas ou ainda por turbilhonamentos devido ao fluxo (DA SILVA,F. et al.,
2007). A Tabela 8 apresenta os dados relativos a nomenclatura quimica e

caracteristicas do 4 nonilfenol.
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Tabela 8 — Nomenclatura e caracteristicas do 4 nonilfenol.

Nameros do CAS 8458-15-3
Nomenclatura IUPAC 1-(4-hidroxyphenyl)nonane
Outros nomes 4-n-nonylphenol, 4-nonylbenzol
Peso molecular 215a220,4
Coeficiente de particdo octanol- 3,8-4,77

agua (log Kow)

Formula quimica C15H240

Estrutura quimica

/Q/WWCHa
HO

Fonte: HTTP:/WWW.CHEMSPIDER.COM/CHEMICAL-STRUCTURE.1688.

Segundo Gunther (2002, apud (WENZEL; MULLER; THERNES, 2003) os
alimentos sdo as principais rotas de exposicdo humana sob condicbes normais.
Gunther (2002) analisou varios alimentos, excluindo agua, e chegou a um valor
meédio de ingestdo de 7,7ug para um adulto e de 1,7ug para criangas, baseado em
uma cesta de mercado tipicamente alema.

Embora haja uma clara evidéncia da atividade estrogénica do 4 nonilfenol,
particularmente durante o desenvolvimento, € dificil expressar com os dados
disponiveis até 0 momento o0 que seria um nivel seguro de exposicdo para o ser
humano que nédo causasse consequéncias adversas (WENZEL; MULLER,;
THERNES, 2003).

2.10 Pentaclorofenol
O pentaclorofenol é usado em grande guantidade como preservativo na

madeira. Este uso pode resultar em alguns derrames para o meio ambiente através

da madeira e durante aplicacdo do mesmo. Ele também é utilizado como inseticida
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para controle de cupins, desfolhante pré-colheita, herbicida geral, sintese do
pentaclorofenil éster, moluscida, fungicida, bactericida, agente antimofo,
microbiocida e algicida. Os materiais técnicos apontam extenso uso em torres de
resfriamento de plantas elétricas, como aditivos para adesivos a base de amido e de
proteinas vegetais e animais, em telhas, paredes de tijolo, blocos de concretos,
compostos selantes de tubulagbes, solucdes de fotografia, téxtii e lama de
perfuracdo da industria de petréleo (KEITH, 1997).

Derramamentos no solo podem diminuir em concentragcdo devido a
biodegradacdo e lixiviagcdo para aguas subterrdneas. Se langados em &gua, o
pentaclorofenol sera adsorvido no sedimento, ou foto degradado em valores de pH
elevados e lentamente biodegradado. A bioacumulacdo em peixe sera moderada.
No ar, o pentaclorofenol ndo se acumula devido sua degradacao pela fotolise e
reagcdo com agente foto quimico produzindo radical hidroxila. Os seres humanos
podem ser expostos ocupacionalmente ao pentaclorofenol via inalagdo e contato
dérmico primeiramente em situacdes onde sejam usados como preservativos ou em
contatos com produtos de madeira tratada pelo pentaclorofenol. A populacdo em
geral pode ser exposta primariamente pela ingestado de alimentos contaminados com
pentaclorofenol (KEITH, 1997).

O pentaclorofenol € um dos desreguladores enddécrinos citados pela EPA
(ZAPATAN et al, 2012) pelo centro de prevencao e controle de doencas dos Estados
Unidos, e pela Fundacdo World Wildlife como um potencial modificador quimico
enddcrino. Segundo Zapatan et al (2012), este tem potencial teratogénico,
carcinogénico e mutagénico, além de ser um potente desregulador enddcrino
impactando nas funcdes das glandulas adrenal, tiroide e pituitaria, e também tem
sido apontado como imuno supressor. A Tabela 9 apresenta os dados relativos a

nomenclatura e caracteristicas do pentaclorofenol

Tabela 9 — Nomenclatura e caracteristicas do pentaclorofenol.

Numeros do CAS 87-86-5

Nomenclatura IUPAC Pentaclorofenol

Outros nomes Pentachlorofenate e Pentaclorofenolo
Peso molecular 266.34

Formula quimica CeCIsOH
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Continuacédo da Tabela 9 — Nomenclatura e caracteristicas do pentaclorofenol.

Estrutura quimica

OH
Cl | . Cl
B
Cl Cl
Cl

Fonte: KEITH, 1997; HTTP://WWW.CHEMSPIDER.COM/CHEMICAL-STRUCTURE.

967.

O departamento americano para controle de agua para fins humanos estimou
como desprezivel os efeitos deletérios em humanos, quando ingerido por um
periodo especifico de tempo. Adicionalmente foi considerado que em relacdo ao
consumo total de pentaclorofenol por um ser humano durante toda a sua vida,

apenas 20% deste em média seré oriundo da agua (KEITH, 1997).

2.11 Situagao no Brasil
As substancias conhecidas como desreguladores endocrinos que se

acumulam nos solos e nos rios em concentra¢des na ordem de pg L™ ou ng L™, sdo
objeto de estudo dos principais 6rgaos ambientais do mundo como a agéncia de
protecdo ambiental dos Estados Unidos (EPA), Organizacdo mundial da Saude
(OMS), Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e a Organizacao para
a cooperacao e desenvolvimento econémico (OCED), além da Unido Europeia (UE)
(BILA, 2005). De acordo com Mello et al (2013), a Tabela 10 apresenta as faixas de
concentracdo de cada um dos estrogénios com acgdo desreguladora enddcrina
avaliados no Brasil, onde pode-se perceber que as concentragbes maximas em
agua bruta sdo maiores do que em agua tratada, excetuando-se para o0 caso do
EE2, bem como o esgoto bruto, também possui valores maiores que no seu
respectivo tratado

De acordo com Mello et al (2013), os dados obtidos a partir da avaliagdo de
22 artigos publicados no Brasil entre os anos de 1999 a 2012 referente a presenca
dos estrogénios E1, E2, E3 e EE2, em agua bruta, agua tratada, esgoto bruto e

esgoto tratado detectou-se que os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Mato
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Grosso do Sul, Parana, Ceara, Rio Grande do Sul e Minas Gerais tem realizado
pesquisas na area, sendo o estado de SP o que possui maior nivel de investigacao.
Além disso, quando se avalia as concentracdes dos estrogénios estudados no Brasil
em relacdo a faixa encontrada em outros paises, no geral observa-se que as

concentracdes no Brasil sdo maiores.

Tabela 10 — Faixa de concentracdo em ng L™ para diferentes matrizes ambientais

dos estrogénios estudados.

Estrona (E1) 17B- estradiol Estriol (E3) 17a-
ngL™? (E2)ng L™ ng L™ etinilestradiol
(EE2)ng L™

Agua 0,33-3500 0,005 - 28600 0,1-1398 11,4 —-590
Bruta
Agua 0,07-15 0,78 — 2600 0,1-314 22,1 -1900
Tratada
Esgoto 16 - 4830 6,57 — 7400 5-5810
Bruto
Esgoto 260 - 4130 60 — 5560 110 — 5040
Tratado

Fonte: Adaptado de MELLO et al, 2013.

Segundo Mello et al (2013) a unido europeia (diretiva 2013/39/EU) propde
limites médios anuais de agua bruta para os estrogénios 17(3- estradiol e para o 17a-
etinilestradiol na faixa de 0,4 ng L™'e 0,035 ng L*, que quando comparado com 0s
valores encontrado no Brasil estes estdo acima do recomendado pelo respectivo
orgao.

Adicionalmente discute-se a capacidade dos laboratérios brasileiros
trabalharem dentro dos limites de quantificacdo o que demandaria maiores
investimentos tecnolégicos (MELLO et al., 2013), evitando a necessidade de se
realizar ajustes visando correcdo da &rea determinada pelos picos cromatogréficos,
ajustes dos célculos visando minimizar o efeito de matriz das amostras, tendo em
vista que muitos interferentes sdo extraidos juntamente com os analitos, além do
fato de em muitos dos artigos os valores de quantificagdo dos compostos séao
determinado apenas como néo detectado (ND), o que significa que esta abaixo dos
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limites de quantificacdo que foi possivel estabelecer nos métodos (DIAS et al.,
2013).

Outro aspecto que necessita ser considerado € que os valores propostos pela
Unido Europeia para o 17B-estradiol e para o 17a-etinilestradiol, sdo normalmente
valores acima do limite quantificagdo determinado nos artigos, o que demonstra que
se estes valores fossem estabelecidos no Brasil, haveria grande dificuldade em se
realizar esta determinacdo (MELLO et al., 2013).

Também ¢é valido destacar que no Brasil a maior parte dos estudos esta
sendo realizados em 4gua de abastecimento, e ainda ha poucos dados relativos a
estes compostos em corpos que recebem grandes volumes de esgotos sejam ele de
origem domeéstico ou industrial. A Tabela 11 mostra uma compilacdo de alguns
estudos realizados no Brasil que foram efetuados em matrizes ambientais diversas,
0 que mostra uma necessidade de se ampliar os estudos deste tipo a fim de avaliar
0 quanto os tratamentos convencionais sdo capazes de remover estes compostos

dos corpos hidricos.

Tabela 11 — Compilagéo de estudos realizados no Brasil referente a presenca de

estrogénios em matrizes ambientais

Local de coleta Equipamento Referéncia

Agua bruta LC-MS/MS Gerolin, 2008

Mananciais LC-MS Mierzwa et al,

2009

Agua tratada LC-MS/MS Gerolin, 2008

Agua potavel GC-MS Sodré, et al, 2010

Agua Tratada GC-MS Ghiselli, 2007

ETE Araraquara HPLC - FLU Araujo, 2006

Esgoto Bruto GC-MS/MS Ternes et al, 1999

Agua de abastecimento HPLC — FLU/UV Lopes, 2010

Agua de abastecimento HPLC — UV Guimaraes, 2008
LC-MS

ETE GC-MS Bila, 2005

Agua de represa

HPLC-FLU/UV

Cordeiro, 2009

Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2011.
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2.12 Cromatografia

A cromatografia € uma técnica baseada na distribuicdo dos analitos entre
duas fases uma estacionaria e outra movel. A distribuicdo, exclusdo, particdo ou
adsorcao seletiva de cada componente € um processo de equilibrio dindmico onde
as moléculas dos analitos ora estdo retidas na fase estacionaria ora estdo
deslocando-se com a fase movel (AQUINO NETO & SOUZA NUNES, 2003).

De acordo com a International Union of Pure and Apllied Chemistry (IUPAC)
(1993, apud CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000), a cromatografia € um método
fisico de separacdo no qual os componentes a serem separados se distribuem entre
duas fases, uma das quais estacionarias, enquanto a outra se movimenta numa
direcdo definida (mével). A fase estacionaria pode ser um sélido, um liquido retido
sobre um sdlido ou um gel. A fase moével pode ser liquida ou gasosa.

A separacdo entre dois ou mais componentes € resultante da diferenca de
suas constantes de equilibrio de distribuicdo entre as duas, ou seja, quanto mais um
componente é retido pela fase estaciondria, mais alta é a quantidade das moléculas
deste que ficaram retidas provocando um retardamento da migracdo destas
moléculas.

Um segundo componente que seja menos retido pela fase estacionaria, tera
uma maior quantidade de moléculas na fase movel em relagdo ao primeiro
componente. Assim o conjunto das moléculas do componente que esta menos
fortemente preso a fase estacionaria se movera através do sistema, na direcdo do
fluxo, a uma velocidade mais alta que o outro, fornecendo assim uma migragao dos
componentes em regides separadas conhecidas como bandas cromatograficas. A
esse fenbmeno de migracdo dos analitos através do leito da fase estacionaria, pela
passagem da fase movel denominamos eluicdo (AQUINO NETO & SOUZA NUNES,
2003).

A Tabela 12 apresenta a classificacdo de técnicas cromatogréficas e técnicas

afins e suas classificacdes em relacéo as diferentes formas.
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Tabela 12 — Classificacdes possiveis para 0s processos cromatogréficos e afins.

Cromatografia Fase Movel Fase estacionaria Tipo
Gasosa (CG) Gas Liquido Gas - liquido
Solido Gas - solido
Liquida (CL) Liquido Liquido Liquido — liquido
Sdlido Liquido - sélido
Supercritica (CS) Fluido supercritico Liquido _
Sélido

Fonte: AQUINO NETO & SOUZA NUNES, 2003.

2.13 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE )

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), conhecida originalmente como cromatografia liquida de
alta pressao e que teve esta terminologia abandonada a partir do momento em que
se constatou que o diferencial metodoldgico, ndo tinha relagdo com as pressodes do
sistema e sim com o melhor desempenho cromatografico pode ter seus
componentes descritos como:

Bomba cromatografica — Dispositivo relacionado com o tempo de retencéo da

amostra, reprodutibilidade e a sensibilidade do detector. Consiste das bombas e
controladores de pressdo e vazdo. Em geral pode-se dizer que deve ter a
capacidade de impulsionar a fase mével (AQUINO NETO & SOUZA NUNES, 2003).
A alta pressao fornecida por estas bombas é necessaria para que o fluxo possa
sobrepor a resisténcia oferecida pelas microparticulas da fase estacionaria
empacotada na coluna, além de evitar a formacdo de bolhas no sistema, que
ocorrem em funcdo da mistura dos solventes (fase mével). Em média a presséo de
trabalho de um sistema de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia), gira em
torno de 80 a 350 atm.

O dispositivo presente na bomba responsavel pela garantia de alta pressao
no sistema é o cabecote da bomba, onde se encontra as vélvulas de retencéo
(check valves), o pistdo de safira e os selos do pistdo (CIENFUEGOS & VAITSMAN,
2000).
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Sistema de injecdo - A inser¢cdo da amostra pode ser realizada através de

uma valvula de amostragem ou por meio de uma seringa de injecdo. O efluente
desses dispositivos preenche uma serpentina de volume conhecido (loop) e o
acionamento da valvula transfere, integralmente, este volume para a corrente de
fase mével (AQUINO NETO & SOUZA NUNES, 2003).

Dentre as principais caracteristicas do injetor destaca-se o fato dele nao
provocar alargamento da banda cromatografica, em funcdo da diluicdo da solucéo
injetada ndo ser atacada pelo solvente, e apresentar reprodutibilidade e precisdo
quanto a quantidade de amostra injetada e operacdo sobre altas pressdes
(CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000).

Colunas — Séao feitas de aco inoxidavel polido, com comprimentos variando
entre 10 a 30 cm. No que se refere aos diametros internos, tipicamente variam de <
1 mm para colunas capilares; 2;3;4;5;e 6 mm para colunas analiticas recheadas e >
10mm para colunas preparativas. Quanto aos recheios utilizados nestas colunas sao
basicamente constituidos por particulas pequenas, rigidas, com distribuicdo
granulométrica variando de 1,7 a 10 micras. As colunas com particulas de baixa
micragem permitem maior homogeneidade de distribuicdo da fase estacionéaria e do
fluxo da fase mével, contribuindo para maior resolucdo (AQUINO NETO & SOUZA
NUNES, 2003).

Para os tamanhos usuais de particulas (3,5 e 10 um) as pressoes de trabalho
ja séo elevadas, ficando na ordem de 25 a 80 bar, de modo que se reduzirmos o
tamanho da particula acrescem-se algumas limitacbes operacionais no sistema
(AQUINO NETO & SOUZA NUNES, 2003).

Tradicionalmente as fases estacionarias utilizadas em cromatografia liquida
tém sido a base de silica a qual separa o soluto em grande parte com base na
polaridade embora, devido a sua estrutura Unica, a silica gel também exibe fortes
caracteristicas de exclusdo. A fase ligada foi introduzida para prover um material que
separaria 0 soluto por interacdes dispersivas e também para prover alguma semi
polaridade a fase estacionaria. A fase ligada também é de base silica gel. Em outros
trabalhos as fases estacionarias poliméricas foram introduzidas para viabilizar
trabalhos com materiais insollveis em agua e também para trabalhos em amplas
faixas de PH (SCOTT, 2003).

As ligacdes dos grupos funcionais a silica gel sdo basicamente de quatro

tipos:
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1 — Ester (SI - OR)

Particula SiOH + R — OH — Particula Si — OR + H,0.

2 — Amino (Si— NRy)

Particula SiOH + SOCI, — Particula Si — ClI.

Particula Si — Cl + HNR; _, Particula Si — NR, + H,0.

3 — Carbono ( Si — CR3)

Particula SiOH + SOCI, — Particula Si — ClI.

Particula Si — Cl reagente Grignard — Particula Si — CRs.

4 — Siloxano (Si— O — SIRy)

Particula SiOH + organo — n-halo — Silanos — Particula O SiR3.

O tipo siloxano € o mais utilizado em praticamente todos os recheios a base
de silica. A reacdo que ocorre € conhecida como silanizacdo (CIENFUEGOS &
VAITSMAN, 2000).

Na cromatografia de fase reversa, onde a fase mével é mais polar que a fase
estacionaria, os grupos silanos (-SiOH), que nédo chegaram a silanizar-se, podem
promover outros mecanismos de retencdo, causando desta forma assimetria nos
picos além da reducdo da vida util da coluna.

Com intuito de reducao deste tipo de efeito faz- se um processo nas colunas
conhecido com end-capping, que consiste na complementacdo da primeira
silanizacdo com moléculas maiores (dando origem aos recheios C18 e C8), com
uma segunda silanizacdo com moléculas menores como trimetilclorosila, tornando
as colunas mais eficientes que suas similares que nao foram submetidas a este
tratamento (CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000). A Figura 2 mostra como ocorre a
ligacdo quimica nos processos de capeamento de colunas cromatograficas visando

eliminacao dos sitios de silanais livres.
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Figura 2: End capping de colunas.

CH,

HiC y, | cecceecececo
| Sl
0

-

-

25 A
"Impedimento Estérico”

HaCa |
Si—aCH;
& 1
™

Capeamento

Fonte: HTTP:/WWW.WATERS.COM

Detectores — é parte do cromatégrafo liquido que recebe e fornece o sinal
relativo a quantidade do componente de interesse presente no eluente. Basicamente
deve apresentar como caracteristica: Alta sensibilidade, baixo ruido, resposta linear
a grande numero de solutos, ndo sofrer interferéncia de temperatura da fase mével,
boa velocidade de resposta e preferencialmente ndo ser destrutivo em relagdo a
amostra. Em relacdo aos tipos de detectores, podemos mencionar como 0S
principais sendo: Uv - Visivel, fotodiodos, fluorescéncia, indice de refracao,
condutividade elétrica, eletroquimico, amperométrico e espalhamento de Iluz
(CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000).

Para a deteccdo dos compostos de interesse do projeto em questdo foi
utiizado o sistema de deteccdo de fluorescéncia, que tem seu principio de
funcionamento descrito abaixo:

Detector de fluorescéncia — O detector de fluorescéncia é um dos mais
sensiveis detectores da cromatografia liquida e por este motivo é muito usado para
andlise de tracos. Todavia apesar de ser um dos mais sensiveis sua resposta é
linear apenas em uma determinada faixa de concentracdo. De fato sua linearidade
pode ser considerada em duas ordens de magnitude. Infelizmente a maioria das
substancias nao fluoresce naturalmente, o que é uma grande desvantagem para
este tipo de detector. O que ocorre € que € gue em muitos dos casos é necessario

realizar uma derivatizacdo para tornar a substancia de interesse mais facilmente
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detectavel. Atualmente, ha um grande numero de reagentes desenvolvidos para
realizar este tipo de reacdo (SCOTT, 2003).

Explicando de maneira simples o funcionamento deste detector podemos
dizer que uma luz UV de comprimento de onda fixo, passa através da célula onde o
eluente da coluna flui e age como uma fonte de excitagdo. Qualquer luz fluorescente
gue seja emitida é percebida pela fotocélula elétrica posicionada diretamente no
sentido da excitacdo da luz UV. A fotocélula capta a luz fluorescente de todos os
comprimentos de onda, mas o comprimento de onda de excitacdo, sO pode ser
alterado pelo uso de uma lampada alternativa (SCOTT, 2003).

Atualmente h&d um tipo de detector de fluorescéncia que se utiliza de um
monocromador para selecionar o comprimento de onda de excitacdo, e um segundo
monocromador para selecionar o comprimento de onda da luz fluorescente. Este
instrumento produz uma maior versatilidade e sensibilidade para qualquer tipo de
soluto. Além disso, o sistema pode prover um espectro de fluorescéncia detendo o
fluxo de fase movel, quando o soluto fica na célula de deteccéo e é escaneado pela
luz fluorescente (SCOTT, 2003). A Figura 3 e a Figura 4 mostram respectivamente o
esquema de funcionamento de um detector de fluorescéncia, bem como o

funcionamento do sistema 6ético onde se da propriamente a detec¢éo.



Figura 3: Esquema simplificado de detector de fluorescéncia
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Figura 4: Sistema otico do detector de fluorescéncia.
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2.14 Extracdo em Fase Solida

A extracdo em fase sélida € uma técnica de preparacdo de amostra que utiliza
particula sélida, material cromatografico empacotado, usualmente contido em um
cartucho, para separar quimicamente diferentes componentes de uma amostra. As
amostras encontram-se quase sempre no estado liquido (embora em aplicacdes
especiais possa ser utilizado para correr amostras em fase gasosa) (ARSENAULT,
2012).

O leito cromatografico do cartucho de extracdo em fase solida (SPE) pode ser
utilizado para separacao dos diferentes compostos de uma amostra, a fim de tornar
um teste analitico subsequente mais eficiente. Por exemplo, SPE é usualmente
utilizado para remocéao seletiva de interferentes (ARSENAULT, 2012).

O nome correto da técnica é extracdo em fase liquida — sélido, desde que as
particulas cromatograficas sejam sélidas e que a amostras se encontrem no estado
liguido. O mesmo principio basico de cromatografia, utilizado na cromatografia
liquida, € aplicavel a extracdo em fase sélida, todavia em um formato diferente e
para diferentes fins. Na extracdo em fase sélida a cromatografia € utilizada para se
obter um melhor preparo da amostra antes de submetermos a mesma a um teste
analitico (ARSENAULT, 2012).

Na etapa de preparagdo de amostras, estas podem vir de varias fontes. Elas
podem ser originadas de fluidos biologicos, como o plasma, saliva ou urina;
amostras ambientais como agua, ar e solo; produtos alimenticios como graos, carne
e frutos do mar; farmacéuticos, nutracéuticos; bebidas; ou produtos industriais
(ARSENAULT, 2012).

Podemos citar como quatro, os principais beneficios do uso da técnica de
SPE: simplificacdo de amostras de matrizes complexas juntamente com o composto
de purificacdo, reducdo da supressdo do ion ou aprimoramento nas aplicacbes de
espectrometria de massas, possibilidade de fracionar as amostras para analisar os
compostos de acordo com suas classes e aprimoramento analitico na deteccao de
amostras com concentragcdo de tracos, ou compostos em niveis muito baixos
(ARSENAULT, 2012). A Figura 5 mostra como ocorre a separa¢do no interior dos

cartuchos de SPE em suas respectivas etapas.
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Figura 5: Separacédo de uma mistura de trés corantes atravées da técnica de
preparacao da amostra por extracdo em fase sélida.
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Conforme demonstrado na Figura 5 o leito cromatografico de um cartucho
SPE pode executar as quatro funcdes principais: simplificacdo da amostra, reducéo
do efeito matriz, fracionamento e concentracéo de tracos de analitos (ARSENAULT,
2012).

Quando o objetivo principal é a concentracdo de analitos, e grandes volumes
de amostras sédo passados através do leito cromatografico, € preciso cuidar para que
nao haja perda de analitos por eluicdo ou saturacdo do leito. Esse problema pode
ocorrer quando o analito elui, mesmo que de modo ineficiente, pela passagem da
propria amostra, sendo o volume dessa muito elevada. Outra situacdo usual é a
introduc&o do excesso de analito promovendo a saturagéo da capacidade de sor¢ao
da fase sélida, o que acarreta na perda de analitos pela passagem da amostra. Esse
caso € chamado de perda por saturacdo. E usual nesses casos a utilizacéo de leitos
em série, de modo que a presencga do analito no segundo leito indica uma retencao
ineficiente, e a necessidade da realizacdo de um dimensionamento mais adequado
(AQUINO NETO E SOUZA NUNES, 2003).
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SPE Fase Reversa - O termo fase reversa descreve o modo cromatografico

oposto a fase normal, ou seja, 0 uso de fase movel polar e fase estacionaria apolar.
Atualmente em funcdo de ser mais reprodutivel e ter uma aplicacdo mais ampla o
SPE em fase reversa representa mais de 60% das aplicacfes relacionas a extracao
em fase soélida. Grande parte destes protocolos usa fase mével compreendida de
uma mistura de agua com um solvente organico polar miscivel, como acetonitrila ou
metanol. Isto permite assegurar a interacdo apropriada do analito com a superficie
hidrofobica da particula apolar. Uma silica com ligacdo C18 € o tipo de recheio mais
popular usado como leito para cromatografia de fase reversa (ARSENAULT, 2012).
As Figuras 6 e 7 mostram o processo de extracdo por SPE, controlados
manualmente através de seringa, quando ndo se possui um grande numero de
amostras, ou por auxilio de um sistema de manifold visando a automacédo do

processo.

Figura 6: Esquema de funcionamento de extrator em fase sélida manual.

Fonte: ARSENAULT, 2012
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Figura 7: Esquema de funcionamento de extrator em fase solida automatizado.
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2.15 Espectrometria de Massas

A ideia geral da espectrometria de massas consiste no fato de que um
composto é ionizado, atraves de um meétodo de ionizacdo, e seus ions sao
separados na base da razao massa/carga, e 0 humero de ions que correspondem a
cada unidade de massa/carga é registrado na forma de um espectro (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2006).

O primeiro passo na analise de compostos por espectrometria de massas € a
producdo de ions em fase gasosa, como por exemplo, pela ionizacdo de elétrons
(HOFFMANN, 2007)

M+e — M"+2e”

O acoplamento de um espectrémetro de massas a algum tipo de instrumento
cromatografico como um cromatografo & gas ou um cromatografo liquido € comum.

Os espectrémetros de massas sdo muito utilizados nas analises de compostos cujo
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7

espectro de massas € conhecido e na analise de compostos de estruturas
completamente desconhecidas (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).
Basicamente um espectrometro de massas contém sempre na sua
configuracdo os seguintes itens: cromatografo, ou fonte de introducdo direta da
amostra; fonte de ionizacdo para produzir os ions da amostra; um ou alguns
analisadores de massas para separar 0s varios ions; detector para contar os ions
emergentes do Ultimo analisador; e o sistema de processamento de dados que
produz o espectro de massa em formato adequado a interpretacdo (HOFFMANN,
2007). A Figura 8 apresenta basicamente um diagrama geral de um espectrémetro

de massas com seus principais componentes operacionais.

Figura 8: Diagrama basico de espectrometro de massas.
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Fontes de ionizacdo - Na fonte de ionizacdo, as amostras analisadas sao

previamente ionizadas para serem analisadas no espectrometro de massas. Uma
variedade de técnicas de ionizacdo € utilizada nos espectrometros de massas.
Todavia 0 mais importante aspecto a ser levado em consideracdo € a energia

interna transferida durante o processo de ionizacdo e a propriedade fisico quimica
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do analito que pode ser ionizado. Algumas técnicas de ionizacdo sdo muito
energeéticas e podem causar fragmentacdo excessiva. Outras técnicas sdo suaves
demais e sO produzem ions da espécie molecular. loniza¢cbes por impacto de
elétrons, ionizacdo quimica sdo adequados somente para ionizacdo em fase gas e
assim seu uso é limitado para compostos que seja volateis e estaveis termicamente.
Entretanto, um amplo grupo de compostos € termicamente I&bil ou ndo tem vapor de
pressdo suficiente. Moléculas destes grupos de compostos precisam ser extraidas
diretamente do condensado para fase gasosa (HOFFMANN, 2007).

Estas fontes de ionizacdo diretas sdo de dois tipos: fase — liquido e estado —
sélido. Na fonte de fase — liquido o analito esta em solucdo. A solucado é introduzida
por nebulizacdo, como goticulas na fonte onde ions sdo produzidos a pressao
atmosférica é focalizado para o espectrometro de massas através de alguns
estagios de bombeamento de vacuo. Eletrospray (ESI), lonizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) e fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI) sdo as fontes que
correspondem a este tipo (HOFFMANN, 2007). Nas fontes de estado — sdlido, o
analito € um deposito ndo volatil. Este é obtido por varios métodos de preparo da
amostra os quais frequentemente envolvem a introducdo da matriz que pode ser
também um soélido ou um fluido viscoso. Este depdsito é irradiado por particulas
energéticas ou fétons que de sorvem ions proximo a superficie do depdsito. Estes
ions podem ser extraidos por campo elétrico e focalizados diretamente para o
analisador. lonizacéo e dessorcédo a lazer assistida por matriz (Maldi), ionizagéo por
dessorcdo de campo, dessor¢cdo por plasma sédo todas forma de utilizar esta
estratégia para producgdo do ion. Bombardeio por atomo rapido utiliza um liquido nao
volatil como matriz (HOFFMANN, 2007).

Estas fontes de ionizacdo produzem o ion principalmente através da
ionizacdo da molécula neutra em fase gasosa pela ejecdo do elétron, captura do
elétron, protonacdo, desprotonacdo, formagdo de aduto ou pela transferéncia de
espécies carregada da fase condensada para fase gasosa (HOFFMANN, 2007).

Analisador de Massas - Ha uma variedade de analisadores de massas que

tem por sua principal fungdo separar a mistura de ions formados durante a etapa de
ilonizagao. Dentre os diferentes tipos podemos citar: espectrometros de massas de
setor magnético, espectrometros de massas de quadrupolo, espectrébmetros de
massas por captura de ions (lon-Trap), espectrometros de massas por

transformacdo de Fourier e espectrometros de massas por tempo de voo (TOF).
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Adicionalmente sabe-se que estes podem ser encontrados na configuracdo em
sequéncia ou MS-MS que na pratica ajuda muito na identificagdo de compostos
conhecidos e desconhecidos através da selecdo de um ion para fragmentacao,
dando origem aos ions filhos que fornecem uma evidéncia inequivoca da presenca
de compostos conhecidos ou desconhecidos. No caso de compostos desconhecidos
estes ions filhos permitem a obtencdo de muitas informacdes estruturais
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Os espectrometros de massas tipo Tandem Quadrupolo, também conhecidos
como triplo quadrupolos sdo um exemplo de configuragdo de MS-MS. Eles
consistem de dois analisadores quadrupolo (Q) utilizado em série, com uma camera
de fragmentacado de ions entre eles. Funcionam basicamente como se fossem filtros
de massa que permitem apenas que os valores de massas definidos entrem no
primeiro quadrupolo a fim de serem monitorados. O uso destes analisadores em
conjunto permite-se analisar os fragmentos gerados na camara de colisédo oriundo
dos ions selecionados previamente no primeiro quadrupolo. (WILLOUGHBY;
SHEEHAN; MITROVICH, 2002). A Figura 9 mostra o funcionamento basico de um
tandem quadrupolo desde a fonte de ionizacdo até a formacdo do espectro de

massas.

Figura 9: Diagrama geral de espectrémetro de massas tipo tandem quadrupolo.
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Os analisadores quadrupolo sdo 0s mais comuns e versateis de todos 0s
analisadores de massas. Os quadrupolos tém um longo registro de aplicacdes e
uma extensa histéria de uso com bibliotecas de espectro de massas. Eles sdo
particularmente bem adequados para aplicacbes de alta produtividade onde
amostras sujas e com grandes efeitos de matriz podem afetar na qualidade e
produtividade dos resultados (WILLOUGHBY; SHEEHAN; MITROVICH, 2002).

2.16 Métodos para determinacao de desreguladores en  ddcrinos

Atualmente ha um grande numero de técnicas analiticas e combinacgdes
destas visando a determinar a presenca dos compostos desreguladores no meio
ambiente. Estas determinacdes podem ser realizadas in vitro (ensaio de ligacéo
competitiva estrogénica, técnicas de proliferacdo celular), in vivo (ensaio
uterotrofico, ensaio de peixe vitelogenina), testes Screening (Tier I, Tier Il, Tier lll e
Tier IV) e testes quimicos (Cromatografia liquida, Cromatografia Gasosa e MS-MS)
(KHETAN, 2014).

O uso de testes quimicos permite o monitoramento dos compostos
desreguladores endocrinos diretamente no meio ambiente, ou seja: agua, ar, solo e
sedimentos. Entretanto a determinacdo da concentracdo de compostos na ordem de
1ng L™ ou abaixo, em matrizes de amostras complexas, como agua de despejos
domésticos e industriais 0s quais contém um grande numero de compostos que
podem interferir nas analises, torna as mesmas um grande desafio (CHEN et al.,
2007). O cuidado comeca na amostragem do material a ser analisado e talvez ainda
mais subdividido, na extracdo e no estagio de preparo de amostra, que inclui a
limpeza da amostra, e para alguns casos, a derivatizagdo, concentracao,
identificacéo e finalmente a quantificacdo propriamente (CHEN et al., 2007).

O método predominante para quantificacdo para compostos estrogénicos tem
sido a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida (HPLC), todavia a
técnica de GC é limitada ao uso de compostos volateis e termicamente estaveis,
embora seja possivel transpor esta limitagdo através do uso de derivatizacdo antes
da analise (BIRKETT & LESTER, 2003).

A escolha do detector tanto no caso do GC quanto do HPLC dependera dos

compostos a serem determinados, todavia em funcdo da baixa concentracéo
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envolvida, geralmente utiliza-se para GC, detectores sensiveis como captura de
elétrons (ECD) fotdbmetro de chama (FPD) e ionizacdo de chama (FID). No caso do
HPLC algumas questbes adicionais sdo avaliadas, como a presenca de grupos
cromoforos, ou a possibilidade de inclusdo destes via derivatizacdo, o que
possibilitaria 0 uso de detectores UV. Embora, sdo mais comumente utilizados os
detectores de fluorescéncia, devido sua maior sensibilidade. Entretanto, a deteccéo
por espectrometria de massas (MS) é atualmente a forma de deteccdo mais
utilizada, tanto para GC, como para HPLC, particularmente a técnica de tandem MS-
MS, fornece a maior sensibilidade e especificidade ( BIRKETT & LESTER, 2003).

As metodologias de GC e HPLC s&o adequadas para a determinacao de
grande parte dos desreguladores enddcrinos, todavia € importante lembrar que elas
sdo a etapa final de uma extensa e complexa analise quimica a qual envolve
extracdo de compostos de interesse de fases solidas e liquidas através de solvente
organico, seguido de concentracdo e limpeza da amostra (que tem por funcéo
remover compostos que podem interferir na seletividade e quantificacdo). A Tabela
13 mostra uma selecdo de métodos que foram utilizados para determinacédo de

desreguladores endécrinos em amostras oriundas de fonte ambientais diversas.
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Tabela 13 — Sele¢do de métodos para analise de desreguladores enddcrinos em amostras de origem ambiental diversas.

Amostra Compostos Volume Extracéo Separacao Deteccéo LOD (ngL ™) Referéncia
Afluente e Huang e Sedlak,
E2, EE2 300 ml - 2L SPE (C18) GC MS e MS-MS 0,1
Efluente 2001 - USA
SPE (C18) em Xiao et al, 2001
Efluente E1,E2,E3,EE2 25L _ GC Cl -MS 0,2
seguida PFBCI - Inglaterra
SPE Lopes de Alda e
Efluente E1,E2,E3, EE2 200 ml RP -HPLC DAD-MS 2-500 Barcelo -2004-
(C18/PLRPS)
Espanha
150 ml SPE Baronti et al,
Afluente _
Efluent E1,E2,E3, EE2 afluente e (Carbograph - HPLC MS-MS 0,08-0,9 2000 - Reino
uente
400ml efluente 4) Unido
Afluente e El, E2, ES, SPE (Envi- Lagana et al,
1L RP - HPLC MS-MS 0,5-1,0 _
Efluente EE2 Carb) 2004 - Italia
SPE (C18) Terc-
_ Kelly, 2000 -
Efluente E1,E2,EE2 2,5L butil- GC MS-MS 1,0 _ _
o Reino Unido
dmiteilsilano
SPE Johnson et al,
Afluente e )
E1,E2,E3,EE2 05-1L (Carbograph - HPLC MS-MS 0,2-0,5 2004 - Reino
Efluente _
4) Unido
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Continuacédo da Tabela 13 — Sele¢cdo de métodos para andlise de desreguladores enddcrinos em amostras de origem ambiental

diversas.
Agua de Cordeiro, 2009
E2, EE2 100 ml SPE (C18) HPLC FLU - DAD 25-100 )
Represa Brasil
i FLU Pereira, 2011 -
Agua potavel El, E2 200ml SPE (C18) HPLC 900 _
MS-MS Brasil
Afluente,
Efluente e Levi et al, 2003 -
] E1,E2,E3,EE2 1L SPE (DVB) HPLC FLU -UV ND
agua de Franca
superficie
i . Chen et al, 2007
Agua de rio E1,E2,E3,EE2 1L SPE (C18) HPLC MS-MS 0,78 — 7,65 .
- Talwan
Octilfenol SPE (SDB- Snyder et al,
Efluente ) SL HPLC FLU ND
nonilfenol XC) 1999- USA
Sweetman,
Lodo Nonilfenol 10ml Vapor HPLC uv ND 1994 -
Inglaterra
. _ Escandar et al,
Agua de rio E1,E2,E3,EE2 4L SPE (C18) HPLC uv 3-13

2014 - Argentina

Fonte: Adaptado de BIRKETT & LESTER, 2003; CHEN ET AL., 2007; PEREIRA, 2011; CORDEIRO, 2009; JOHNSON et al., 2004,

LEVI et al.,2003; ESCANDAR et al., 2014.
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Hoje h4 uma necessidade de se desenvolver métodos mais simples para
deteccdo dos desreguladores enddécrinos, adicione-se a esta necessidade o fato de
gue todos os estudos realizados para fins de seguranca ou regulamentar devam ser
feitos de acordo como o melhor conhecimento técnico e de acordo com as diretrizes
vigente, a fim de que os custos com a realizacdo de novos estudos nesta area
sejam mantidos baixos. De acordo com Neale e Ishikawa (2014) as alteracbes na
legislacdo europeia criaram um impedimento a comercializacdo de substancias que
podem provocar um efeito de desregulador endocrino causando resultados
adversos a seres humanos e a vida selvagem. Estas substancias também estéo
sujeitas a autorizagdo prévia no regulamento REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restrictions of Chemicals, 1907/2006), todavia at¢é o momento
nao ha nenhuma orientacdo sobre como identificar e avaliar a atividade endocrina e
desreguladora (EUROPEAN COMISSION, 2011).

Em dezembro de 1999, a Comisséo Europeia (CE) adotou uma comunicagéo
ao conselho e ao parlamento Europeu relativo a uma estratégia frente ao desafio
dos desreguladores enddécrinos. Em 26 de outubro de 2000 o parlamento europeu
aprovou uma resolucdo sobre desreguladores, pedindo que fossem identificadas as
substancias de acdo imediata. A Comissdo Europeia ainda criou um banco de
dados de substancias para avaliacédo futura (EUROPEAN COMISSION, 2011).

Um relatorio publicado em 2012 pela C.E. concluiu que apesar do
desenvolvimento de meétodos de ensaio para identificacdo de desreguladores
enddcrinos serem Uteis, este € capaz apenas de captar uma gama limitada do
espectro conhecido de efeitos de desregulacdo enddcrina, e ainda afirmam que ha
lacunas consideraveis sobre a identificacdo destes compostos que podem vir a
afetar a taxa de vida selvagem (NEALE & ISHIKAWA, 2014).

Ha diversos estudos sendo realizados in vitro e in vivo, todavia uma vez que
faltam métodos de ensaios aprovados e validados, para todos os efeitos de
desregulacéo enddcrina, alguns estudos cientificos que poderiam ser desenvolvidos
em teste estdo faltando. Isto gera uma incerteza consideravel, podendo levar a
negligenciarmos alguns efeitos nocivos a animais e seres humanos (NEALE &
ISHIKAWA, 2014).

De acordo com Neale & Ishikawa (2014), até que haja novos testes, teremos
gue lidar com enormes lacunas de conhecimento que precisam ser abordadas por

meio de novos projetos de pesquisa e desenvolvimento.
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2.17 Validacao de metodologia para analises cromato  gréficas e
espectrométricas.

A validacdo é um procedimento visando a verificacdo dos parametros
relativos a linearidade, limite de deteccéao e limite de quantificacdo para os métodos
analiticos de HPLC/FLU e Espectrometria de Massas.

Os testes relativos a validacdo podem variar em fungédo do 6rgao que regula
a analise, todavia em geral estes sao:

Linearidade — A determinacéo da linearidade pode ocorrer a partir da relagéo
matematica entre o sinal medido e a concentracdo da massa da espécie de
interesse, esta se da pela equacgéo da reta Y= ax+b, denominada curva analitica,
onde os coeficientes a e b da curva analitica podem ser determinados através de
um conjunto de medi¢des experimentais usando o método matematico conhecido
como regressao linear. Adicionalmente calcula-se o coeficiente de correlagdo r ou o
coeficiente de determinacdo r® que sdo valores que se permitem obter uma
estimativa da qualidade da curva obtida, tendo em vista que quanto mais proximos
de 1,0 menos a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza
dos coeficientes de regressdo. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacéo
igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (DE ARAGAO; VELOSO; DE
ANDRADE, 2009).

Limite de deteccdo — O limite de deteccdo € importante, principalmente
guando se trabalha com deteccéo de tracos, pois ele indica qual o menor valor de
concentracdo do analito que pode ser detectado pelo método. Sua importancia
refere-se ao fato de que a probabilidade de uma deteccdo ndo é alterada
repentinamente de zero para um quando seu limiar é ultrapassado. O limite de
deteccdo de um procedimento analitico pode variar em funcdo da amostra, contudo
é fundamental assegurar-se que todas as etapas de processamento do meétodo
analitico sejam incluidas na determinacdo desse limite de detec¢do (INMETRO,
2010). Visando a validagcdo de um método analitico, em geral é suficiente informar o
nivel em que a deteccdo do analito pode ser distinguida do sinal do branco/ruido.
Esta pode ser expressa em funcéo de que o valor do limite de deteccéo deve ser de
2 a 3 vezes maior que a amplitude do ruido.

Limite de quantificacdo — Em geral este corresponde ao padrao de calibracéo

de menor concentracdo. Este ap0s ser determinado deve ser testado em amostras
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independentes, para averiguar se a tendéncia e precisdo conseguidas Ssao
satisfatorias (INMETRO, 2010).

guantificacdo das amostras de no minimo cinco vezes o valor da amplitude do ruido.

Em geral considera-se como o limite de
Todavia visando andlise de tracos deve-se adotar como o limite de quantificacéo a
concentragdo mais baixa da curva analitica (INMETRO, 2010).

Seletividade — A matriz da amostra pode conter varios componentes que
interferem no desempenho da medicdo. Estes interferentes podem aumentar ou
reduzir o sinal, e a amplitude deste efeito pode ser alterado em funcdo da
concentragéo.

Ensaios para avaliacdo da seletividade relativos a validacdo de métodos
analiticos envolvem experimentos com padrdes ou materiais de referéncia,
amostras com ou sem o analito, e também avaliacdo da capacidade de identificacédo
do analito de interesse na presenca de interferentes (INMETRO, 2010). A avaliacéo

da seletividade pode ser realizada conforme a Tabela 14.

Tabela 14 — Roteiro a ser seguido visando avaliacdo de seletividade durante

procedimento cromatografico

Comentérios

Procedimento

Demonstrar

Fazer a andlise com a
amostra e materiais de
referéncia pelo método em
estudo e outros métodos

validados.

Habilidade do método em
estudo de identificar e dosar
o analito na presenca de

interferentes.

Evidéncias necessarias
para dar suporte e
gerar confiabilidade

suficiente.

Analisar amostras contendo
varios interferentes
suspeitos na presenca do

analito de interesse.

Efeito de interferentes — a
de
acentua ou inibe a detecgéao

presenca interferente

ou quantificacdo do analito

de interesse.

Se alteram resultados,
aperfeicoar o método
outro

ou selecionar

mais adequado

Fonte: INMETRO, 2010.

2.18 Area de Estudo

Em 2010 foi inaugurada pela prefeitura do Rio de Janeiro a Unidade de

Tratamento de Rio do canal do Arroio Fundo (UTR Arroio Fundo) com o objetivo de
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melhorar a qualidade das aguas da Bacia de Jacarepagua, tendo em vista o fato de
gue o Rio do Arroio Fundo é justamente um dos cinco rios que desembocam nesta
bacia, este faz parte do programa de recuperacdo para 0s jogos olimpicos de 2016
(www.cidadeolimpica.com.brnoticias/meio-ambiente-rios-e-lagoas-mais-limpos-para-
as-olimpiadas-de-2016).

Uma das principais diferengas deste tipo de tratamento € que neste processo
vOoCcé ndo consegue controlar a vazdo como no caso de uma estacao de tratamento
de efluente convencional, ou seja, na UTR o tratamento da-se diretamente na calha
do rio, desta forma devem-se levar em conta as variabilidades as quais este se
encontra suscetivel, como regime de chuvas e variacdo da taxa de lancamento de
esgotos.

A bacia hidrografica de Jacarepagua abrange uma regido de 118 km?
abrangendo varios bairros da regido de Jacarepagua como Cidade de Deus,
Freguesia, Gardénia Azul e outros.

O rio Arroio Fundo, onde fica localizado a estacdo de tratamento do rio Arroio
Fundo, tem uma extensao aproximada de 3,7 km e tem sua origem no rio Grande
que nasce no macico da Pedra Branca. O rio Arroio Fundo possui uma vazao
maxima observada de 2.917,32 m*® min® e 4.419,7 kg min? de sedimentos, e a
quantidade de esgoto lancado neste rio € um dos principais problemas que torna
este rio com aspecto de agua escura e um odor extremamente forte e desagradavel.
Soma-se a isto a quantidade de lixo como sacos plasticos e politereftalato de etileno
(PET). Adicionalmente podemos citar o fato de ter sido encontrado em seus
sedimentos consideraveis quantidades de chumbo, cobre e zinco, provavelmente
oriunda de contaminacgéo das industrias que se localizam na bacia de Jacarepagua e
despejam seus efluentes na mesma (http://wwwO.rio.rj.gov.br/smac). A Tabela 15
mostra a estimativa de carga organica doméstica proveniente da baixada de
Jacarepagua, considerando-se os efluentes sanitarios das populacbes néao
atendidas por rede de esgotamento, sdo lancados diretamente nos corpos hidricos
da regido e a Tabela 16 mostras as coordenadas dos pontos de amostragem no

canal do Arroio Fundo.
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Tabela 15 — Estimativa de carga organica de origem doméstica em diferentes rios da

cidade do Rio de Janeiro.

SUB-BACIAS ESGOTAMENTO ESTIMATIVA DE CARGA
SANITARIO (% ORGANICA” (kg
atendimento médio) DBO/dia)

Rio Cachoeira e 26,3% 377
Itanhanga

Rio Grumari 0,0% 5
Zona dos Canais 8,5% 690
Rio Grande/Arroio 81,7% 2282
Fundo

Rio Camorim 2,4% 583
Rio Guerengué 62,3% 1099
Rio dos Passsarinhos / 62,3% 243
Pavuninha

Rio Anil 73,0% 895
Rio das Pedras 64,8% 501
Rio Muzema 26,3% 77
Rio da Barra 23,3% 115
Unidade  Especial de 60,2% 1580
Restinga

Total _ 8447
Total sem abatimento 26861

* Considerando o indice de 54g DBO/hab-dia
Fonte: HTTP://WWWO0.RIO.RJ.GOV.BR/SMAC, para os dados de atendimento

médio.

Tabela 16 — Coordenadas geograficas dos pontos de coleta das amostras no rio

Arroio Fundo.

Pontos de Amostragem

Latitude

Longitude

FN 090

22°57'16.84"S

43°21'27.51"0

FN 0100

22°57'25.91"S

43°21'25.71"0
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Em funcéo dos fatores relativos a taxa de langamento no rio do Arroio Fundo,
bem como da instalacdo da UTR, visando a melhoria da qualidade da agua na bacia
de Jacarepagua, torna-se importante 0 monitoramento, do rio Arroio Fundo quanto a
presenca de hormdnios estrogénios, inclusive visando avaliar o quanto o fato da
presenca de uma UTR é capaz de minimizar a concentracdo dos mesmos em fungéo
do tratamento realizado.

As Figuras 10 e 11 mostram a vista aérea do Rio Arroio Funda e da UTR
Arroio Fundo onde foram coletadas as amostras sendo o ponto FNO90 antes da

passagem pela UTR e o ponto FN0100 apds a UTR.

Figura 10: Vista aérea do rio Arroio Fundo e da estacdo de tratamento do rio.

Fonte: HTTP://WWW.BIOLOGO.COM.BR.
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Figura 11: Foto do satélite do rio Arroio Fundo local da UTR.

Fonte: HTTP:/WWW.GOOGLE.COM.BR/MAPS.

3 METODOLOGIA

3.1Amostragens, preparo de amostras e extracao.

Foram coletadas mensalmente de julho de 2014 a janeiro de 2015,
excetuando o més de novembro devido a problemas de acesso ao local de coleta,
uma amostra no canal do Arroio Fundo de cada um dos pontos identificados como
FNO90 e FNO0100, localizados respectivamente antes e ap6s a UTR do Arroio
Fundo.

As amostras foram coletadas e armazenadas em fraco de vidro ambar de um
litro com 1% em volume de metanol, e transportadas devidamente acondicionada
em isopor com gelo até a chegada ao laboratorio. Ao chegar ao laboratorio as
mesmas foram armazenadas a temperatura de 6 °C por no méaximo 48 horas, a fim
de cessar atividade microbiana, e preservar as amostras para etapa de extracéo
(CORDEIRO, 2009).

Todas as vidrarias que foram utilizadas nos experimentos seguiram o

procedimento de lavagem conforme descrito a seguir:
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Lavar inicialmente com &gua da torneira para remoc¢do dos residuos mais
grosseiros; deixar em repouso em banho com detergente Extran 5% por um periodo
de 4 horas; ap0s este periodo enxaguar 10 vezes com agua da torneira; rinsar todo
material com acetona grau HPLC, visando o menor volume possivel de consumo
com fim a remocédo dos residuos; lavar 5 vezes com &gua tipo 1 de equipamento
ultrapurificador de &gua; rinsar com etanol grau HPLC visando o minimo de
consumo tendo em vista eliminacdo de residuo; lavar cinco vezes com agua tipo 1
de equipamento ultrapurificador de agua (PEREIRA,2011).

Todas as vidrarias, ndo volumétricas, foram levadas a mufla e mantidas a
temperatura de 400 °C por um periodo de quatro horas visando a eliminagdo de
composto organico residual que possa ser interferente para as analises de
cromatografia e espectrometria de massas. As vidrarias foram secas a temperatura
ambiente devidamente protegidas de qualquer atmosfera ou liquido contaminante.
As vidrarias descontaminadas foram protegidas com auxilio de papel aluminio
contra futura contaminacédo, e armazenadas em ambiente limpo.

As pecas e canais do manifold onde foram realizados os procedimentos
relativos a extracdo das amostras foram limpos conforme o procedimento seguinte:
Lavar a parte externa do manifold com agua da torneira e na sequéncia com agua
destilada visando a remocdo de particulas grosseiras; lavar todos os canais do
manifold com agua tipo 1 de ultrapurificador; depois lavar todos os canais do
manifold com metanol HPLC; deixar todas as conexdes e pecas do manifold imerso
por 15 minutos em acetona grau analitico no ultrassom; ap0s deixar secar em
temperatura ambiente e em atmosfera protegida de qualquer tipo de contaminante.

As amostras foram retiradas da geladeira de modo a atingir o equilibrio com a
temperatura ambiente. J& com as amostras em equilibrio térmico foi feita a filtracéo
em filtro tipo membrana de fibra de vidro de 1,2 micras e na sequencia em
membrana de celulose regenerada ou acetato de celulose de 0,45 micras e 47 mm;
apos cada filtracdo de um litro de amostra € necessario limpar o fraco kitassato e os
demais aparatos de filtracdo com agua ultrapura tipo 1 a fim de evitar contaminacéo
cruzada entre as mesmas.

A extragcdo em fase sdélida se deu inicialmente pelo ajuste do pH das
amostras para um valor de 3 com solucéo de acido cloridrico (HCI) 3 molar grau
analitico e &cido sulfarico (H,SO,4) em concentracdo de 0,1 mol L™, preparado com

agua tipo 1 de ultrapurificador.
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A metodologia de extracao escolhida foi a de Lopes (2007), pois de acordo
com Cordeiro (2009), esta metodologia apresentou uma recuperagcao melhor para
0s analitos de interesse.

O cartucho utilizado para extracdo em fase solida foi Accubond Il de 500 mg
e 6 mL. Este foi condicionado em manifold, com uma vazao controlada de 3 mL min
! com 6 mL hexano grau analitico, 2 mL de acetona grau analitico, 6 mL de metanol
grau analitico e 10 mL de agua tipo 1 de ultrapurificador ajustada para valor de pH
3 com &cido cloridrico 3 molar (HCI) grau analitico. Mantendo-se sempre o cartucho
molhado para evitar o ressecamento dos poros e perda do analito.

Na etapa posterior foi eluido através do cartucho 1000 mL da amostra
previamente filtrada e com pH ajustado no fluxo de 3 mL min*®, tomando-se o
cuidado para ndo permitir 0 ressecamento dos poros do cartucho. Na etapa de
clean-up percolou-se pelo cartucho com pressao 15 kpa de vacuo controlado e fluxo
de 3 ml min™® uma solugdo de 10mL de metanol grau HPLC e &gua tipo 1 de
ultrapurificador na proporcdo de 1:9, com posterior secagem do cartucho por 10
minutos com o bombeamento do sistema de manifold ligado. Imediatamente apos a
extracdo, os cartuchos foram embalados individualmente e estocados em freezer a
temperatura de -20 °C até a elui¢ao.

Os analitos foram eluidos do cartucho com quatro mL de acetona grau
analitico, secos com nitrogénio gasoso e redissolvido com 500 pL de acetonitrila

grau HPLC. As amostras foram analisadas imediatamente apés a eluigcao.

3.2Preparo dos Padroes

Foi preparada primeiramente uma solucéo padréo estoque de 600 mg g™ do
horménio 17a-etinilestradiol em acetonitrila grau HPLC que foi armazenada em
frasco de vidro ambar e estocada a temperatura de 4 °© C. A partir da solucéo
estoque foram preparados os padres de 10 pg g, 6 ug g, 4 pg g, 3 ug g*, 2 pg
g’ que foram diluidos em acetonitrila HPLC para posterior quantificacdo no
cromatografo liquido com detector de fluorescéncia e utilizados para elaboracéo de
curva cromatogréfica.

Adicionalmente foi preparada uma solucdo padrdo estoque multi elemento
para uso nas analises por espectrometria de massas nas respectivas concentracdes

de 149 mg g* de 170-estradiol, 178 mg g’ de estrona, 149 mg g™ de 4 nonilfenol,
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220 mg g™ de bisfenol A, 214 mg g™ de 17B-estradiol, 315 mg g™ de pentaclorofenol
e 600mg g* de 17a-etinilestradiol em metanol grau HPLC que foi armazenada em
frasco de vidro ambar e estocada a temperatura de 6 °C. A partir, desta solucéo
padrdao foram preparadas as demais concentracdes a serem utilizadas para
guantificacdo no espectrometro de massas conforme Tabela 17 que refere-se a
concentracdo dos padrdes de cada composto analisado na concentracédo de pg g™.

Tabela 17: Concentracdo dos padrdes em ug g™ utilizados para elaboracéo da curva
analitica e testes de LD e LQ do espectrémetro de massas Xevo TQ.

Concentracdes das solucées padrdes em ug g utilizadas
para criacdo de curva analitica e testes de LD e LQ no
espectrometro de massas.

Analito pP1* P2

17a-etinilestradiol 20,0 6460
17a-estradiol 5,0 1630
4-nonilfenol 51 1652
17B-estradiol 7,1 2300
Pentaclorofenol 10,8 3490
Bisfenol A 7,4 2390
Estrona 6,1 1974

*P1 foi utilizado para simulacéo de LD e LQ.

3.3Andlises por cromatografia liquida de alta efic  iéncia (CLAE).

Todas as condi¢cdes cromatograficas foram estabelecidas de acordo com
metodologia realizada no estudo de Cordeiro (2009) onde o0s parametros
cromatograficos para realizacdo dos testes para o hormdnio 17a-etinilestradiol
tiveram alguns ajustes visando melhoria de desempenho frente a matriz analitica
utilizada. Para avaliacdo das amostras foi utilizado o cromatografo liquido modelo
Breeze 2 fabricado pela Waters Corporation®

As condicbes de realizacéo das anélises foram de fluxo de 1 mL min™ de fase
moével, sendo 0,6 mL min™ de acetonitrila grau HPLC e 0,4 mL min™ de &gua tipo 1
de ultrapurificador.

O volume injetado foi de 50 microlitros de amostra em um loop de 100
microlitos para deteccao por fluorescéncia nos comprimentos de onda de 230 e 280

nm de excitacdo e 306nm de emissado. A coluna cromatogréfica foi a Novapak PAH
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nas dimensdes de 4,6x250mm e com particula de 5 micras mantida sob uma
temperatura de 26 °C com auxilio do forno de colunas. A temperatura do amostrador
automatico foi fixada a 18 °C. O tempo da analise cromatografica fixado para as
amostras foi de 30 minutos em funcdo de outros compostos presentes na matriz e

para os padrdes foi de 15 minutos.

3.3.1 Otimizacado de parametros cromatograficos.

Foram realizados testes visando otimizacdo e maior seletividade para
identificacdo do composto 17a-etinilestradiol nas amostras do rio Arroio Fundo. A
sequéncia de alteracdes escolhidas do método cromatografico foi a seguinte:

1° - Alteracédo na composicao da fase movel,

2° - Alterac@o na composicao da fase estacionéria (coluna cromatogréfica);

3° - Alteracao no pH.

As condicdes cromatograficas estabelecidas para os testes foram as
seguintes: O teste isocratico 02, consistiu na alteracdo da composicao da fase mével
gue inicialmente era de 60/40 acetonitrila/ agua tipo 1 para 40/60 acetonitrila/ agua
tipo 1, buscando avaliar se haveria uma melhoria na separacdo dos picos
cromatograficos.

O teste isocratico 03 com alteracdo de fase estacionaria, também visando
melhorar a separacdo dos picos cromatogréficos, estabeleceu a condicdo de 50/50
acetonitrila/ agua tipo 1 e alterou também a fase estacionaria de acordo como
demonstrado na Figura 12, onde o circulo em vermelho superior representa a coluna
estabelecida no método inicialmente, e o circulo vermelho abaixo mostra a outra
fase estacionaria buscando um comportamento cromatografico diferente da coluna
PAH que estava sendo utilizada pelo método. Tendo em vista que o eixo X do
diagrama representa a hidrofobicidade da fase estacionaria, ou seja, quanto mais a
esquerda do eixo X, menos retida estard 0 composto e 0 inverso ocorrera quanto
mais a direita do eixo X. No eixo Y que representa a seletividade relativa a
amitriptilina e acenafteno, significa que quanto mais elevado no eixo Y menor
retencdo para compostos acidos, maior calda no pico e maior retencdo para

compostos basicos, e o inverso ocorre a medida que descemos no eixo Y.
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Figura 12: Diagrama de seletividade/hidrofobicidade de fase estacionaria.
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O teste com alteracdo de pH visou testar a amostra na condicao
cromatografica isocratico 02 que consiste da fase mével na concentracdo de 40/60
acetonitrila/ 4gua tipo 1, com a agua ajustada ao pH de 2,7 com acido acético grau
HPLC e com a fase estacionaria padronizada para o teste (Coluna PAH). Todas as
demais condicbes dos testes foram mantidas de acordo com o estabelecido na

metodologia de referéncia.

3.4Validagbes de metodologia para analise de 17  a-etinilestradiol por CLAE.

A validacdo foi realizada visando a verificagdo dos parametros relativos a
linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacdo para o método analitico de
HPLC/FLU para o composto 17a-etinilestradiol.

Os testes foram realizados da seguinte forma: Para determinacao do limite de
deteccdo foram feitas sete injecdes de um branco (amostra sem a presenca do
composto a ser analisado) a fim de se avaliar o desvio padréo da area relativo ao

ruido e assim determinar os valores matematicamente, e no que se refere ao limite
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de quantificacdo, foi utilizado o padrdo de menor concentracéo (2 pg L) , apés ser
injetado trés vezes e avaliados seu desvio padrdo em relagéo a curva de calibracao.
A linearidade foi determinada em funcéo da curva padréo avaliando os valores r e r*

e a seletividade foi verificada em funcdo do método de referéncia.

3.5Anélise por cromatografia liquida de ultra efic  iéncia acoplada
espectrometria de massas (UPLC-MS/MS)

A condicdo analitica para realizacdo dos ensaios por cromatografia de ultra
performance seguida de espectrometria de massas dos compostos 17a-
etinilestradiol, 17a-estradiol, 173-estradiol, 4 nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e
estrona foram obtidas através de nota de aplicacdo do fabricante do equipamento,
(Application Note 720003013 EN Waters Corporation®) e foram as seguintes: o
tempo de andlise foi de 5,30 minutos na temperatura de 40 °C com uso de fase
estacionaria (coluna analitica) modelo BEH C18 de 1,7 micras de diametro de
particula e dimensdes 2,1x50 mm. A fase movel utilizada foi 0,05 % de hidroxido de
amonio em agua e metanol grau HPLC em fluxo de 0,6 mL min™ de acordo com o
gradiente de separacao apresentado na Tabela 18 que indica a variagdo da
concentracéo das fases méveis em funcdo do tempo durante corrida cromatografica
na etapa espectrométrica.

Tabela 18 - Gradiente cromatografico relativo a etapa espectrométrica realizado no

espectrometro de massas Xevo TQ.

Tempo (minutos) Fluxo (mL min ™) 0,05%NH,OH (%) MeOH (%)

Inicial 0,60 65 35
3,00 0,60 5 95
4,20 0,60 5 95
4,30 0,60 65 35
5,30 0,60 65 35

O espectrometro de massas utilizado foi o tandem quadrupolo modelo XEVO
TQ e as condicdes de ajuste do equipamento foram as seguintes: modo de
aquisicao Dual Scan-MRM, o modo de ionizagéo foi eletronspray negativo (ESI-), a
voltagem do capilar foi de 2.0 kv, a temperatura da fonte foi de 150 °C, a

temperatura de desolvatacéo foi de 650 °C, a vazao do gas de desolvatacdo foi de
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1100 L/hr, a vazdo de géas do cone foi de 20 ml min™ e a vazdo do géas de coliséo foi
de 0,18 mI min™.

No que se refere as amostras, estas passaram por uma filtracdo adicional
atraves de filtro tipo seringa de 25 mm e 0,2 micras visando evitar entupimentos no
sistema de cromatografia de ultra performance e sujar o cone do espectrometro de
massas. Foi realizada ainda diluicdo do padréo original visando verificar o limite de
quantificacdo e de deteccdo, além de estabelecer a curva padrdo para os
compostos.

Adicionalmente foi realizado um experimento com adi¢cdo padrdo em multi
concentracéo, visando realizar a verificagcdo do efeito de matriz e avaliar o quanto
este proporcionava de desvio em relacdo a curva padrdo. A concentracdo dos
padrées adicionados para cada amostra se deu conforme expresso na Tabela 19
relativo a concentragéo final de cada padrdo nas amostras em diferentes niveis de

concentragao.

Tabela 19 — Concentracao (ug L™) final de padrdo nas amostras para teste de

adicdo padrdo em 3 niveis de concentragéao.

Analito Amostra 5.1 Amostra 5.2 Amostra 5.3
(0100 Julho) (0100 Julho) (0100 Julho)

17a-etinilestradiol 172 207 413

17a-estradiol 43 52 104

4-nonilfenol 44 53 106

17B-estradiol 61 74 147

Pentaclorofenol 93 112 223

Bisfenol A 64 76 153

Estrona 53 63 126

Analito Amostra 6.1 Amostra 6.2 Amostra 6.3

(090 Setembro) (090 Setembro) (090 Setembro)

17a-etinilestradiol 172 207 413
17a-estradiol 43 52 104
4-nonilfenol 44 53 106
17B-estradiol 61 74 147
Pentaclorofenol 93 112 223
Bisfenol A 64 76 153

Estrona 53 63 126
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Continuacdo da Tabela 19 — Concentracdo (ug L™) final de padrdo nas amostras
para teste de adicdo padrdo em 3 niveis de

concentracao.

Analito Amostra 7.1 Amostra 7.2 Amostra 7.3
(0100 Setembro (0100 Setembro) (0100 Setembro)

17a-etinilestradiol 172 207 413
17a-estradiol 43 52 104
4-nonilfenol 44 53 106
17B-estradiol 61 74 147
Pentaclorofenol 93 112 223
Bisfenol A 64 76 153
Estrona 53 63 126
Analito Amostra 8.1 Amostra 8 .2 Amostra 8.3
(090 Julho) (090 Julho) (090 Julho)
17a-etinilestradiol 172 207 413
17a-estradiol 43 52 104
4-nonilfenol 44 53 106
17B-estradiol 61 74 147
Pentaclorofenol 93 112 223
Bisfenol A 64 76 153
Estrona 53 63 126

3.6Validacéo das analises de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada espectrometria de massas (UPLC-MS/MS)

A validacdo foi realizada através da injecdo por dez vezes do padréao
determinado como concentracdo P1 para verificacdo do limite de deteccéo e limite
de quantificacgéo.

A linearidade foi realizada através da injecdo dos padrdes conforme

concentracdo expressa na tabela 20, que foram preparados a partir do padréo P2.
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Tabela 20 — Concentracdo (ug L™) final de padrdo para determinacéo da linearidade
do método analitico.

Analito Cl(ugL? cCc2(qugL™ C3(qgL? Cca@ugL? C5(qgL™
17a-etinilestradiol 258 517 775 1034 1292
17a-estradiol 65 130 196 261 326
4-nonilfenol 66 132 198 264 330
17B-estradiol 92 184 276 368 460
Pentaclorofenol 140 279 419 558 698
Bisfenol A 96 191 287 382 478
Estrona 79 158 237 316 395

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia — CLAE

Inicialmente realizou-se o ajuste da curva de calibracdo visando atender os
limites de concentracdo esperado na ordem de ng L™, utilizando o cromatégrafo
com detector de fluorescéncia ajustado para realizar medicbes nos comprimentos
de onda de 230 e 280 nm de excitacdo e 306 nm de emissao.

Foi verificado que em func¢&o do ruido obtido ndo seria possivel se obter um
coeficiente de determinacao (r°) satisfatério para esta curva. Desta forma iniciou-se
uma avaliacdo para determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo para o
meétodo sugerido.

Considerando a composicdo da fase moével, do diluente e adicionalmente
visando avaliar também a repetibilidade das inje¢Ges realizadas pelo amostrador
automatico foram realizadas 07 injecdes da solucdo diluente do padrdo e das
amostras a fim de se determinar o ruido, e a partir deste calcular o limite de
detecgéo. A Tabela 21 mostra os resultados calculados para limite de detecg&o do
método cromatografico relativo ao 17a-etinilestradiol.



78

Tabela 21- Resultados dos calculos relativos a limite de detecc¢éo para o 17a-

etinilestradiol em area e altura obtidos no HPLC/FLU.

Célculo do Limite Area Altura Injecdo nimero

de Deteccédo 4111 941 7
2324 517 6
6260 1870 5
7158 972 4
4185 1279 3
6113 1839 2
1035 363 1

Desvio padrao 2226 408

Limite de deteccao 6997 1284

LD =X +t(n-1,1-0a).

S

O caélculo do limite de quantificacdo foi adotado conforme orientacdo do
Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2010), que preconiza que este pode ser
o valor do padrdo de menor concentracdo da curva analitica, que no caso da
metodologia realizada, este foi de 2 ug L™, e respectivamente foi testado em trés
injecdes de branco (amostras sem a presenca do composto a ser analisado) contra
a curva de calibracdo a fim de se verificar se 0 mesmo fornecia um valor de altura e
area pelo menos cinco vezes superior ao valor da amplitude do ruido.

ApoOs a determinacdo dos limites de deteccdo e limites de quantificacdo do
meétodo, expresso na Tabela 21, foi estabelecida a linearidade da curva analitica. A
construgdo da curva analitica foi realizada através da injecdo de cada padrao por
trés vezes, e a curva analitica foi determinada em funcdo da média dos valores
obtida entre a triplicata de cada valor de concentracdo da curva analitica. A Figura
13 mostra a curva analitica obtida no HPLC/FLU para o método desenvolvido para o

17a-etinilestradiol.



Figura 13: Curva analitica do 17a-etinilestradiol obtido no HPLC/FLU.

79

Processing Method:

17 Etinilestradiol

Project Name:

17a- Etinilestradiol

Processing Method ID: 2269 System: FLR
Channel: 2475ChB ex280/em306 Calibration ID: 2355
Proc. Chnl. Descr.: ek
Date Calibrated: 28/01/2015 14:34:33 BRST
A
B 9,226894e+004
C 0,000000e+000
D 0,000000e+000
R"2 0,986510
Calibration Plot
1,0x10%
] =
8,0x10°-
6,0x10%
. .
g |
4,0x10° =
2,0x10°- i
0,0+
-2'0m05_'l'"I""I"‘I""I""I"'I" T 7 T PRI
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7.00 8,00 9,00 10,00




80

Pealk: 17 Etinilestradiol

Name Lewel FFB Hespaonse Calc. Value | % Devafion | Manual | lgnore
1 | 17 Etinilestradiol | 1 2000000 | 234599 615301 2702748 35,137 | No No
2 | 17 Etinilestradiol | 1 2000000 | 184052,7309025 2154927 7,745 | No Mo
3 | 17 Etinilestradiol | 1 2000000 | 162485 355667 1921182 -3,941 | No No
4 | 17 Etinilestradiol | 2 3,000000 | 269609381811 3082180 2739 | No No
5 | 17 Etinilestradiol | 2 3,000000 | 266318 366103 3048512 1,550 | No No
6 | 17 Etinilestradiol | 2 3,000000 | 254060,943941 2923470 -2563 | No No
Name Level PPB Respanse Calc. Value | % Dewvation | Manual | Ignore
17 Etinilestradiol | 3 4 000000 | 361062039196 4 073333 1,833 | No No
8 | 17 Etinilestradiol | 3 4 000000 | 347080,086893 3921798 -1,955 | No MNo
9 | 17 Etinilestradiol | 3 4000000 | 368339 853055 4152209 3,805 | No No
10| 17 Etinilestradiol | 4 6,000000 | 492021, 496805 5492656 -8.456 | No No
11| 17 Etinilestradiol | 4 B6,000000 | 435205 08911¢ 4 876887 -18,719 | No No
12 | 17 Hinilestradiol | 4 B6,000000 | 516738 294304 5760534 -3991 | No No
13 | 17 Etinilestradiol | 6 10,000000 | 980551782583 | 10,787290 7,873 | No No
14 | 17 Etinilestradiol | 6 10,000000 | 888735 374014 9792195 -2078 | No No
15| 17 Etinilestradiol | 6 10,000000 | 935705,008038 | 10312127 3,121 | No Mo

Os valores obtidos de linearidade foram estabelecidos em funcéo da equacéo
Y = ax+b, e estes foram respectivamente r = 0,9932 (coeficiente de correlacdo) e r?
= 0,9865 (coeficiente de determinagdo), o que sao considerados adequados tanto
para os parametros do INMETRO (INMETRO, 2010), quanto para os parametros da
ANVISA (ANVISA, 2003) O Anexo | mostra a injecdo para cada um dos pontos da
curva de calibracéo, considerando a segunda injecao de cada ponto.

ApOs a elaboragéo das curvas analiticas as amostras dos pontos 090 e 0100
do Rio Arroio Fundo para os meses de Julho a Dezembro foram avolumadas para
1,0 ml com adicdo de um padrdo na concentracdo de 3,84 pg L™, visando garantir
gue as concentracdes encontradas estariam dentro do limite de quantificacdo
estabelecido no método.

Os cromatogramas apresentados (no Anexo Il) demonstram problemas
relacionados a seletividade do método. Na Tabela 22 apresentamos os resultados
das amostras que foram possiveis realizar a quantificacdo de acordo com o método
selecionado na literatura (CORDEIRO, 2009).
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Tabela 22: Resultados de quantificacdo do 17a-etinilestradiol para amostras do rio
Arroio Fundo

Amostra Resultadoemng L ™
Ponto 090 de Julho 24,67 ng L™
Ponto 0100 de Dezembro 672,03 ng L™
Ponto 090 de Janeiro 3235ngL?
Ponto 0100 de Janeiro 4115ngL*
Padrdo Usado na Adicdo Padrdao de Todas as 769,00 ng L™

Amostras Avaliadas

Os resultados apresentados mostram uma tendéncia a valores elevados do
composto 17a-etinilestradiol na amostra do ponto 0100 no més de dezembro,
enquanto a amostra do ponto 090 do més de julho apresenta valor mais compativel
com os valores encontrados na literatura (CHEN et al., 2007). Todavia a avaliacéo
nao pode ser considerada como definitiva visto que o método apresentou-se falho
no que se refere a seletividade. Ha varios fatores que influenciam diretamente na
capacidade de um método cromatografico ser seletivo para uma determinada
amostra. Dentre eles podemos citar a composicao da fase mével, as caracteristicas
da coluna cromatogréfica escolhia, além do pH da amostra. Ha ainda fatores que
nao estdo ligados diretamente ao método cromatografico, mas possui grande
impacto na seletividade, aspectos estes que se referem a amostra, e que
geralmente sdo denominados efeito da matriz. Estes estdo diretamente ligados ao
nivel de complexidade da amostra, ou seja, 0 numero de compostos que interferem
na determinacdo do elemento a ser quantificado, a capacidade de se extrair estes
compostos seletivamente sem interferir no elemento que se busca determinar, a
remocao de outros compostos que ndo sao de interesse analitico, mas que podem
adsorver ou se ligar quimicamente a compostos de interesse, e a conservagao da
integridade da amostra até a realizacdo das analises (ORLANDO et al, 2009). A
guestao relativa ao preparo, extracdo e conservacdo da amostra foram realizadas
de acordo com metodologia descrita na literatura e baseado no estudo realizado por
Cordeiro (2009), bem como as condicbes cromatograficas e especificacdo de

materiais.
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Foram realizados ainda testes visando uma otimizacdo dos parametros
cromatograficos, a fim de se obter uma melhor seletividade. Todavia considerando
gue em todos os testes de otimizacdo dos parametros cromatograficos realizados,
nao se obteve uma melhoria consideravel na seletividade, e na resolucéo dos picos
cromatograficos, pois o pico de interesse do 17a-etinilestradiol manteve-se coeluindo
com os demais picos relativos a compostos ndo identificados na amostra, o que
impedia sua correta quantificacdo, fato este que pode ser demonstrado quando se
avalia o cromatograma do padréo frente a amostra de interesse. Sendo assim pode
se verificar que para as amostras do Rio Arroio Fundo, que se mostrou um rio com
grandes interferentes e com uma carga de contaminagdo muito elevada, o que o
atribuiu uma classificacdo quanto ao indice de qualidade (IQA) do Instituto Estadual
do Ambiente como ruim (www.inea.rj.gov.br/portal/MegaDropDown/Monitoramento
Qualidadedaagua/aguasinteriores/Qualificaodeaguas/RHV-BaiadeGuanabaral), o
método referenciado para determinacdo (CORDEIRO, 2009) ndo foi capaz de
realizar uma quantificacdo apropriada para os pontos coletados.

Esses resultados trazem algumas questbes que devemos considerar na
selecdo de um método cromatogréfico, pois apesar de estarmos tratando de
matrizes que se esperava haver uma similaridade com a do método de referéncia
(CORDEIRO, 2009), em funcdo do método de referéncia se tratar de agua de
represa, e também pelo fato de ja ter sido utilizado em outras determinagcdes para
analises de aguas de rios. A questdo do nivel de contaminacdo do rio e a
interferéncia causada por estes contaminantes foram preponderantes para que
houvesse uma grande dificuldade em realizar os experimentos e ajustar um método
cromatografico confiavel e seguro.

De acordo com Chen et al (2007), pode-se considerar uma extracdo de um
menor volume de amostra para matrizes muito sujas o que poderia aliviar o efeito de
matriz e a possivel interagdo de compostos. H& ainda outros pontos que necessitam
ser avaliados, como a possivel acidificacdo da amostra visando melhorar a retencéo
dos compostos E1, E2, E3, EE2 para analise por cromatografia de fase reversa, o
que gera um contraponto que € a maior extracdo de acido falvicos e humicos que
interferem sobre os analitos. Outro ponto importante a se considerar € que 0S rios
dos paises subdesenvolvidos em geral ndo possuem as mesmas caracteristicas que

sdo encontradas em rios que sao avaliados nos paises desenvolvidos, 0 que torna
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ainda mais delicada a questdo da selecdo de métodos cromatograficos a serem

referenciados.

4.2 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acopl  ada espectrometria de
massas (UPLC-MS/MS)

Inicialmente realizou-se o preparo dos padrbes do 17a-etinilestradiol, 17a-
estradiol, 17B-estradiol, 4 nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e estrona visando a
elaboracdo da curva de calibracdo e para determinagéo dos valores de LD e LQ,
além de estabelecer a linearidade e seletividade. Foi possivel perceber durante os
ajustes dos parametros analiticos que o método sofreu grande interferéncia oriundo
do efeito de matriz caracteristico da amostra, conforme resultado demonstrado no
Anexo IV, que apresenta os resultados relativos ao desvio padrdo das amostras,
testadas com adicdo padrao. Resultados estes que deram um valor de desvio em
relagdo a curva padrdo bem elevados.

Os resultados obtidos para analise dos padrbes relativos a curva de
calibragcdo comprovaram gque o método teve uma boa linearidade para os compostos
conforme pode ser visualizado na figura 14 que demonstra os resultados para curva
de calibracéo e linearidade dos compostos. Adicionalmente calculou-se o coeficiente
de correlacdo r e o coeficiente de determinacéo r* que s&o valores que expressam
uma estimativa da qualidade da curva obtida, tendo em vista que quanto mais
préximos de 1,0 menor a dispersdo do conjunto de pontos. Exibindo assim
resultados satisfatorios para ambos os parametros avaliados.
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Figura 14: Curva analitica e linearidade do 17a-etinilestradiol, 17a-estradiol, 173-
estradiol, 4 nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e estrona realizado no
espectrometro de massas Xevo TQ.
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Compound name: Pentaclorofenol

Correlation coefficient: r = 0.999529, r*2 = 0.999059

Calibration curve: 198.338 * x + -4262.18

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Bisfenol A

Correlation coefficient: r = 0.981450, 2 = 0.963243

Calibration curve: 38.5363 * x + 219.471

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Estrona
Correlation coefficient: r = 0.993882, r2 = 0.987802
Calibration curve: 145.727 * x + -1414.53
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Os resultados obtidos como limite de deteccao e limite de quantificacdo para
0 meétodo espectrométrico foram calculados conforme determinagdo do INMETRO
(2010) e apresentaram 0s seguintes valores (em area) de limite de deteccao, limite
de quantificacdo e coeficiente de variacdo para os compostos 17a-etinilestradiol,
17a-estradiol, 17p-estradiol, 4 nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e estrona

conforme a Tabela 23.
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Tabela 23: Resultados relativos a limite de detecgéao, limite de quantificagéo e coeficiente de variacdo dos compostos 17a-

etinilestradiol, 17a-estradiol, 17B-estradiol, 4 nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e estrona realizados em

espectrometro de massas modelo Xevo TQ utilizando o padréo P1.

Compostos 17 a- 17 a- e B- 4-nonilfenol Pentaclorofenol  Bisfenol A Estrona
etinilestradiol estradiol

Conc. ug g'l 20,0 50e7,.1 51 10,8 7,4 6,1
Medidas de Area Medidas de Area Medidas de Area Medidas de Area Medidas de Area Medidas de Area
386 89 1794 3809 594 1110
397 176 1730 3505 717 922
539 113 1666 3240 876 1003
418 135 1694 3921 820 1120
436 149 1684 3976 850 799
431 87 1591 3813 911 1167
625 238 1658 3433 959 1096
453 138 1729 3927 870 967
431 106 1591 3625 707 889
375 178 1656 3770 762 1063

Média 449 142 1680 3702 807 1014

Desvio Padréao 73 45 59 231 105 112

CV(%) 16,2 31,4 3,5 6,2 13,0 11,0

Coef. Angular 19,3 40,2 334,2 198,3 38,5 145,7




Continuacdo da Tabela 23: Resultados relativos a limite de deteccéo, limite de quantificacao e coeficiente de variagdo dos
compostos 17a-etinilestradiol, 17a estradiol, 173 estradiol, 4 nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e

estrona realizados em espectrometro de massas modelo Xevo TQ utilizando o padrao P1.

LD 11,2 3,3 0,5 3,4 8,1 2,3

LQ 37,5 11,0 1,7 11,6 27,2 7,6
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Em funcdo das caracteristicas das amostras nem todos os compostos foram
possiveis de serem quantificados com seguranca, desta maneira a Tabela 24
apresenta os resultados finais em ng L™ relativos aos compostos Bisfenol A e
Estrona os quais foram possiveis assegurar uma linearidade quando avaliados
diante da curva padréo suficiente para realizar a determinagao.

Tabela 24: Resultados obtidos por espectrometria de massas das amostras do rio
Arroio Fundo nos meses de agosto a dezembro de 2014 para 0s

compostos bisfenol A e estrona.

Amostras BisfenolA-ng L * Estrona-ngL *
Agosto FNO90 1° Injegéo 170 ND
Agosto FNO90 2° injecao 164 ND
Agosto FNO90 3° Injecéo 144 ND

Agosto FN 0100 1° Injecéao ND ND
Agosto FN 0100 2° Injegao ND ND
Agosto FN 0100 3°Injecéao ND ND
Setembro FN 090 1° 245 ND
Injecéo
Setembro FN 090 2° 256 16
Injecéo
Setembro FN 090 3° 251 16
Injecéo
Setembro FN 0100 1° 323 ND
Injecéo
Setembro FN 0100 2° 246 ND
Injecéo
Setembro FN 0100 3° 328 ND
Injecéo
Outubro FNO90 1° Injecéo 114 ND
Outubro FN0O90 2° Injecéo 104 ND
Outubro FNO90 3° Injec&o 128 ND
Outubro FN0100 1° 462 ND
injecao
Outubro FN0100 2° 451 ND
Injecéo
Outubro FN0100 3° 432 ND
injecao
Dezembro FNO90 1° 174 ND
Injecéo
Dezembro FNO90 2° 108 ND

Injecéo
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Continuacdo da Tabela 24: Resultados obtidos por espectrometria de massas das
amostras do rio Arroio Fundo nos meses de agosto a
dezembro de 2014 para os compostos bisfenol A e

estrona.

Dezembro FN090 3° 172,9 ND
Injecéo

Dezembro FN0100 1° 154,8 ND
injecéo

Dezembro FN0100 2° 165,0 ND
Injecéo

Dezembro FN0100 3° 150,1 ND
Injecéo

Legenda: ND= Nao detectavel

Os resultados obtidos para as analises efetuadas, bem como os
cromatogramas, apresentados no Anexo V, permitem destacar que apesar dos
interferentes presentes na amostra, 0 espectrdmetro de massas é bem seletivo para
determinacdo de compostos desafiadores em amostras complexas. O desvio dos
resultados relativos aos compostos 17a-etinilestradiol, 17a-estradiol, 17p3-estradiol, 4
nonilfenol, pentaclorofenol, bisfenol A e estrona nos testes de adicdo padréo obtidos
na amostra quando comparados a curva padrdo, conforme Anexo IV, foram em
grande parte causado por problemas em etapa anterior ao detector, como supressao
do sinal na fonte de ionizacdo devido a grande quantidade de contaminantes na
amostra.

Embora ndo tenha sido possivel quantificar todos os compostos de interesse.
O espectro total da amostra obtido, referente aos pontos FN 090 e FN0100 dos
meses de setembro e dezembro de 2014, conforme Anexo V, nos permite verificar
que ndo ha grande diferenca nos resultados das amostras em relagdo ao ponto FN
090 e FN 0100, e que conforme esperado inicialmente ha inclusive uma
concentracdo de alguns compostos na amostra dos pontos FN0100 localizado apos
a unidade de tratamento do rio Arroio Fundo. Isto pode ocorrer devido ao fato de
como ndo ha remocdo destes compostos na estacdo de tratamento, 0S mesmos
estdo se acumulando e sendo langados de forma mais concentrada apds a
passagem pela unidade de tratamento. Outro aspecto importante a ser avaliado no
espectro das amostras dos pontos FN 090 e FN 0100 é a presenca de seérie
homologa justamente no tempo de analise onde foram detectados grande parte dos
compostos que foram estudados, a presenca desta série homéloga deve ter sido o
principal motivo para supresséo do sinal na fonte de ionizagdo do espectrometro de
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massas, causando o desvio em relagcdo a curva de calibragcdo, o que impediu a
quantificacdo dos demais compostos objetivos de monitoramento. Esta série
homologa pode ser devido a presenca de acidos huamicos, falvicos ou algum tipo de
Oleo presente em combustiveis. Todavia ndo € possivel afirmar sem realizar um
monitoramento especifico para tais compostos. O que caracterizou a presenca da
série homologa foi a diferenca de 14 unidades de massa em relacdo aos picos mais
intensos no intervalo de 2 a 4 minutos durante a analise espectral das amostras
relativo a contagem total de ions, que pode ser visualizado no espectro das
amostras de setembro e dezembro conforme anexo V. Outro dado importante na
visualizac@o do espectro das amostras, no Anexo V, é que apesar da espectrometria
de massas ser um meétodo altamente seletivo, a quantidade de compostos
interferentes presentes na amostra, dificultou um resultado mais apurado para
identificagdo e quantificacéo dos desreguladores enddcrinos. Este resultado conduz
a um aspecto importante de ser avaliado, que € a necessidade de um protocolo de
preparo de amostra diferente do que foi utilizado visando uma extracdo mais seletiva
dos compostos a serem analisados de forma a diminuir a supressao na fonte de
lonizagao, permitindo assim uma quantificacdo destes compostos (CHEN et al.,
2007).

5 CONCLUSAO

As analises de monitoramento realizadas através da cromatografia liquida
com detector de fluorescéncia e pela espectrometria de massas tipo tandem
quadrupolo para as amostras do rio Arroio Fundo, que possui um indice de
qualidade de &gua ruim de acordo com o Instituto Estadual do Ambiente, indicou que
além dos compostos bisfenol A, 17a-etinilestradiol e estrona identificados e
quantificados, ha uma diversidade de outros compostos orgéanicos, que foram
detectados através das metodologias inicialmente implementadas e testadas frente a
alguns parametros de validacao, presentes nas aguas do rio Arroio Fundo.

Apesar de ndo terem sido identificados, a concentracdo e presenca destes
compostos ligeiramente mais elevada a jusante da estacdo de tratamento em
relacdo a montante da mesma demonstram que a presenca da estacdo de

tratamento entre os dois pontos de coleta, ndo causa nenhuma reducdo nos niveis
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dos compostos desreguladores enddcrinos, o que de fato era esperado por se tratar
apenas de um processo de tratamento fisico-quimico.

Também foi possivel avaliar, através do monitoramento realizado, a
complexidade das amostras de um rio altamente poluido, o que nos conduz a
necessidade de se propor um protocolo mais seletivo na preparagdao das amostras,
visando reduzir ao maximo a presenca de compostos que interfiram nas analises,
elevando assim a acuracia das determinacdes, e reduzindo o efeito de matriz gerado

pela amostra na identificacdo e quantificacdo dos compostos.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Visando a implementacdo de um método capaz de resolver a questao dos
interferentes oriundos de matrizes complexas deve-se estabelecer um protocolo
mais seletivo no que se refere ao preparo das amostras, onde seja possivel obter
uma maior seletividade para os desreguladores endocrinos. Uma alternativa seria a
utilizacdo de cartuchos de extracdo em fase movel que além da questdo da
polaridade, também realizasse retencdo diferente para compostos acidos e bases,
isto poderia auxiliar a reter alguns acidos organicos que podem estar presentes em
niveis elevados na amostra, causando o efeito de supresséao ibnica que foi citado na
analise por espectrometria de massas, estes também podem estar coeluindo
durante a etapa cromatografica. Ainda no que se refere a etapa de preparacao de
amostras deve ser testado o desempenho utilizando-se outros solventes de
polaridade diferente nos cartuchos SPE, visando ganhos de seletividade dos
compostos desreguladores enddcrinos.

Quanto a etapa de espectrometria de massas, deve-se considerar um
gradiente cromatografico com um tempo analitico maior, que certamente ira auxiliar
na separacdo dos compostos alvos. Além disso, ja que os desreguladores
endocrinos objetivos deste trabalho ndo sdo de peso molecular tdo elevado, o uso
de uma fonte de ionizacéo tipo APCI pode trazer resultados satisfatérios em nivel de

deteccdo se mostrando uma alternativa ao metodo por ESI.
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ANEXOS

Anexo | - Injecéo (2) dos pontos relativos a curva de calibracdo do 17a-
Etinilestradiol.
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Date Acquired:
Date Processed:

26/01/2015 21:01:15 BRST
28/01/2015 14:34:33 BRST

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: 2 ppb Etinil Acquired By: UERJ
Sample Type: Standard Sample Set Name Armoio Fundo
Vial: 1:B,1 Acq. Method Set: 17 a etinil e B Estradiol ISO
Injection #: 2 Processing Methoc 17 Etinilestradiol
Injection Volume: 10,00 ul Channel Name: 2475ChB ex280/em306
Run Time: 20,0 Minutes Proc. Chnl. Descr..  2475ChB ex280/em306

EU

Auto-Scaled Chromatogram

200 8
] <
1501 B
] g
- | E
s |
1 | \ E
] =
4 | | LLI
0507 T~
1 'F_‘...
100]
1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 | 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 | 1 1 1
0,00 200 4,00 6,00 8,00 10,00 1200 14,00 16,00 18,00
Minutes
Peak Results
Name RT | Area | Height | Amount | Units
1| 17 Etinilestradiol | 4,663 | 184053 | 20051 | 2,000 | ppb

20,00
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: 3 ppb Etinil Acquired By: UERJ

Sample Type: Standard Sample Set Name Armoio Fundo

Vial: 1:B,1 Acg. Method Set: 17 a etinil e B Estradiol ISO
Injection #: 2 Processing Method 17 Etinilestradiol

Injection Volume: 15,00 ul Channel Name: 2475ChB ex280/em306
Run Time: 20,0 Minutes Proc. Chnl. Descr..  2475ChB ex280/em306

Date Acquired: 26/01/2015 20:00:17 BRST
Date Processed:  28/01/2015 14:34:33 BRST

EU

Auto-Scaled Chromatogram

350

4,651

300

250
200

1,50+ I

17 Etinilestradiot

1.00]

0.505 | 1 | .:I

-0507 '

I I I | I I | I I I | ] I | [] I I | I I I | I [] [] | I I I | I I 1 I ]
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18{00 20,00
Minutes

Peak Results
Name RT | Area |Height|Amount | Units

17 Etinilestradiol | 4,651 | 266318 | 26689 | 3,000 | ppb

—_
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: 4 ppb Etinil Acquired By: UERJ
Sample Type: Standard Sample Set Name Aroio Fundo
Vial: 1:B,1 Acq. Method Set: 17 a etinil e B Estradiol ISO
Injection #: 2 Processing Method 17 Etinilestradiol
Injection Volume: 20,00 ul Channel Name: 2475ChB ex280/em306
Run Time: 20,0 Minutes Proc. Chnl. Descr..  2475ChB ex280/em306

Date Acquired:
Date Processed:

26/01/2015 18:59:12 BRST
28/01/2015 14:34:33 BRST

EU

Auto-Scaled Chromatogram

o o+
] ~
4,00- = 3
- | ql
l o
3,00+ [ | 8
. w
' g
' g
] | 1 ﬁ
20&_ | N
r';:a: ) '._f_#
4 | o \‘.
1,00+ | —
| 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 1 1 | | 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1
0,00 200 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,004
Minutes
Peak Results
Name RT | Area | Height | Amount | Units
1 2870 362617 | 22007
2| 17 Etinilestradiol | 4,661 347080 | 33028 | 4,000 | ppb




SAMPLE INFORMATION

Sample Name: 6 ppb Etinil Acquired By: UERJ

Sample Type: Standard Sample Set Name Aroio Fundo

Vial: 1:B,1 Acq. Method Set: 17 a etinil e B Estradiol ISO
Injection #: 2 Processing Method 17 Etinilestradiol

Injection Volume: 30,00 ul Channel Name: 2475ChB ex280/em306
Run Time: 20,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  2475ChB ex280/em306

Date Acquired: 26/01/2015 17:58:06 BRST
Date Processed:  28/01/2015 14:34:33 BRST

EU

Auto-Scaled Chromatogram

5,00- l
b @
Al
l\"‘
| & Py
| 1 Lr)_
400] 3
I 1
|
3,004
] o
. E
] S =
2001 A ~
8 ! I | |
w0/ A
“
ool
1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 | 1 1 ] | 1 1 1 | 1 1 1 | I 1 1 | I 1 I |
0,00 200 400 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00
Minutes
Peak Results
Name RT | Area |Height|Amourt | Units
1 2749 | 633369 | 30595

ra

17 Etinilestradiol | 4582 | 435205| 30638 | 6,000 | ppb
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: 10 ppb Etinil Acquired By: UERJ

Sample Type: Standard Sample Set Name Armoio Fundo

Vial: 1:B,1 Acq. Method Set: 17 a etinil e B Estradiol ISO
Injection #: 2 Processing Method 17 Etinilestradiol

Injection Volume: 50,00 ul Channel Name: 2475ChB ex280/em306
Run Time: 20,0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  2475ChB ex280/em306

Date Acquired: 26/01/2015 15:55:35 BRST
Date Processed:  28/01/2015 14:34:33 BRST

Auto-Scaled Chromatogram

5,001
4,001

3,001

EU

2,00+

1,004

=2 834

~ 17 Etinilestradiol =4,572——

Peak Results

Name RT | Area |Height | Amourt | Units

2,834 566865 | 21651

"D

17 Etinilestradiol | 4,572 | 888735 49047 | 10,000 | ppb
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Anexo Il - Injecdo das amostras relativas as analises do 17a-Etinilestradiol

através de cromatografia liquida para o rio Arroio Fundo.
Amostra 090 Julho
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Amostra 0100 Agosto

Auto-Scaled Chromatogram
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Amostra 090 Outubro

Auto-Scaled Chromatogram
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Amostra 0100 Dezembro

Auto-Scaled Chromatogram
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Spike padrao 6 ppb
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Anexolll - Cromatograma das otimizacdes

106

realizadas na metodologia

cromatografica visando aumento de seletividade para amostras do rio do Arroio

Fundo.
Teste isocratico 2 padrio 20 ppb

8.50
8.00
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7.00 |
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Teste isocratico 3 coluna Xterra RP18 amostra 090 Setembro
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R
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Teste isocratico 2 pH 2,7 amostra 09 Outubro
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Anexo IV — Resultados obtidos para os compostos através do experimento de
adicdo padrao por espectrometria de massas.

Method: C:\Users\brjfikm\Desktop\Hormonios_waters.PRO\MethDB\hormonios.mdb 14 Mar 2015 11:00:47

Calibration: 14 Mar 2015 11:08:28

Name: 20150304-001, Date: 04-Mar-2015, Time

: 16:02:28, ID: , Description: Adicao Pad. 5.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 > 1451 211 617 626 617.626 bb 774 -55.0
2 2 17a-estradiol 271.2>1831 2.08 147 359 147 359 MM 173 -59.8
3 3 4-nonilfenal 219.2 =106 3.35 15244 150 15244 150 bb 40.1 -8.8]
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.27 37693.086 37693.086 MM 2115 127.5
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 6055.322 6055.322 bb 1514 136.6
53 6 Estrona 269.2 = 1451 210 1715.924 1715.924 bb 215 -59.5
Name: 20150304-002, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:08:55, ID: , Description: Adicao Pad. 5.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %Dev
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 210 666 417 666417 bb 80.0 -53.5]
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 2.08 163.922 163.922 MM b i -58.8
3 3 4-nonilfenal 2192 =106 3.34 16115.371 16115.371 bb 427 -2.9]
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.27 33877.965 33877.965 MM 192.3 106.8
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 5712.310 5712.310 bb 1425 122.7
63 6 Estrona 2692 > 1451 210 1690.399 1690.399 bb 213 -50.8
Name: 20150304-003, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:15:17, ID: , Description: Adicao Pad. 5.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti. Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 > 1451 241 564.316 564.316 bb 747 -56.6
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 MM-
3 3 4-nonilfencl 219.2 > 106 3.35 16074 .565 16074.565 bb 426 -3.1
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.27 36521.664 36521.664 MM 2056 121.1
5 5 Bisfenol A 227 1 =212 1.84 6529.227 6529.227 bb 163.7 155.8
6 6 Estrona 2692 = 1451 210 1572.811 1572.811 bb 205 613
Name: 20150304-004, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:21:43, ID: , Description: Adicao Pad. 5.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %Dev
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 = 1451 210 1207773 1207773 bb 107:9 -47.9
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 207 361611 361611 bb 228 -56.5
3 3 4-nonilfenal 219.2 =106 3.3 19023 871 19023.871 bb 514 2.9
4 4 Pentaclorofenol 2649 1.29 29528.520 29528.520 MM 170.4 52.1
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 5809.333 5809.333 bb 1451 80.9
6 6 Estrona 269.2 > 145.1 2.09 4086.944 4086.944 bb 37.8 -40.1
Name: 20150304-005, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:28:11, ID: , Description: Adicao Pad. 5.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %Dev
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 = 1451 210 993 .540 993.540 bb 96.8 -53.2
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 2.07 381.509 381.509 MM 237 556
3 3 4-nonilfenol 219.2 =106 3.35 19082.238 19082.238 bb 518 2.6
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.28 27035.318 27035.318 MM 157.8 40.9
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 5173.952 5173.952 bb 128.6 69.2
6 6 Estrona 269.2 > 145.1 210 4095.475 4095475 MM 37.8 -40.0




Name: 20150304-006, Date: 04-Mar-2015, Time

: 16:34:39, ID: , Description: Adicao Pad. 5.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. Y%De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 > 1451 210 881.354 881.354 bb 911 -56.0
2 2 17a-estradiol 271.2=1831 207 463171 463171 MM 251 -51.7
3 3 4-nonilfenol 219.2 =106 3.35 19399.934 19399 934 bb 526 0.8
4 4 Pentaclorofenol 2649 1.28 27948.193 27948.193 MM 1624 45.0
5 5 Bisfenol A 227.1=212 1.83 5780.019 5780019 bb 144.3 89.9
6 6 Estrona 269.2 = 1451 2.09 5115652 5115.652 bb 448 -28.9
Name: 20150304-007, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:41:07, ID: , Description: Adicao Pad. 5.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 = 1451 210 1181.845 1181.845 bb 106.6 -74.2
2 2 17a-estradiol 271.2>1831
3 3 4-nenilfenol 219.2= 106 3.34 35527.891 35527.891 bb 100.8 -4.9
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.27 65737.703 G5737.703 MM 352.9 58.3
= 5 Bisfenol A 2271 =212 1.83 6021.950 6021.950 bb 150.6 -1.6
6 6 Estrona 269.2 > 1451 2.09 6961.289 £6961.289 bb 57.5 -54.4
Name: 20150304-008, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:47:35, ID: , Description: Adicao Pad. 5.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 2.10 1139.574 1139.574 bb 104.4 -14.7
2 2 17a-estradiol 271.2>=1831 2.06 385150 385.150 bb 232 T7T
& 3 4-nonilfenol 219.2> 106 335 35352.551 35352.551 bb 100.3 5.4
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.28 63497.539 63497 .539 MM 3416 53.2
5 5 Bisfenol A 2271>212 1.84 G796.900 6796.900 bb 170.7 11.6]
G 6 Estrona 269.2 > 1451 210 5998.412 5998.412 bb 50.9 -59.6
Name: 20150304-009, Date: 04-Mar-2015, Time: 16:54:03, ID: , Description: Adicao Pad. 5.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 > 1451 210 1274393 1274393 bb 111.3 -73.0
2 2 17a-estradiol 2712 > 1831 205 454 862 454 862 bb 249 -76.0
5 3 4-nonilfenol 219.2 =106 334 35721.840 35721.840 bb 101.4 4.3
4 4 Pentaclorofenal 2649 128 67254 047 67254 047 MM 360.6 61.7
51 5 Bisfenol A 27 1>212 1.84 7979.528 7979.528 bb 2014 31.6
6 6 Estrona 269.2 > 1451 210 7452.059 7452.059 bb 60.8 BT
Name: 20150304-010, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:00:31, ID: , Description: Adicao Pad. 6.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti. Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 210 1059.326 1059.326 bb 1002 417
2 2 1T7a-estradiol 271.2>1831 207 584238 584 238 bb 281 -346
3 3 4-nonilfenol 219.2 =106 335 18284.945 18284 945 bb 492 11.9]
4 4 Pentaclorofenal 2649 128 22289.922 22289922 bb 1339 43.9
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 11011.233 11011.232 bb 280.0 337.6
5] 6 Estrona 269.2 > 145.1 2.10 3509.106 3509.106 bb 33.8 -36.3
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Name: 20150304-011, Date: 04-Mar-2015, Time

: 17:06:58, ID: , Description: Adicao Pad. 6.1

111

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 > 1451 210 890.965 890.965 bb 915 -46_8|
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 2.06 747.289 747.289 MM 322 -251
& 3 4-nonilfenal 219.2> 106 335 18537.250 18537.250 bb 50.0 13.6
4 4 Pentaclorofenol 2649 1.28 22412.189 22412.189 bb 1345 44.6
5 5 Bisfenol A 227.1>212 1.84 10637.272 10637.272 bb 270.3 3224
6 6 Estrona 269.2 > 145.1 2.09 3334378 3334.378 bb 326 -38.5]
Name: 20150304-012, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:13:27, ID: , Description: Adicao Pad. 6.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti.__ Conc. YD
1 1 17 aifa Etinil estradiol 2952 >145.1 210 988.249 988.249 bb 96.6 -43.9]
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1
3 3 4-nenilfenol 219.2 =106 335 18385.998 18385.998 bb 495 126
4 4 Pentaclorofencl 264.9 1.28 24412.027 24412.027 bb 144.6 555
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 9779.053 9779.053 bb 2481 287.6
6 6 Estrona 269.2 = 1451 210 4214510 4214 510 MM 386 =271
Name: 20150304-013, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:19:55, ID: , Description: Adicao Pad. 6.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. Y%De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 >145.1 210 1303.747 1303.747 bb 112.8 -45.5]
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 208 577.077 577.077 bb 280 -46.2]
3 3 4-nonilfenol 219.2 > 106 335 18752.002 18752.002 bb 506 -4.5
4 4 Pentaclorofencl 264.9 1.28 22745.904 22745.904 bb 136.2 21.6
5 5 Bisfenol A 227.1>212 1.83 9555.151 9555.151 bb 2423 218.8
6 6 Estrona 269.2 > 1451 209 4599.417 4599.417 bb 41.3 -34.5|
Name: 20150304-014, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:26:22, ID: , Description: Adicao Pad. 6.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 >=145.1 210 1177160 1177160 bb 106.3 -48.6
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 207 404.933 404933 bb 237 54 4
3 3 4-nonilfenal 219.2> 106 335 18383.125 18383.125 bb 49.5 -6.6
4 4 Pentaclorofenol 264 9 1.29 20299 736 20299 736 bb 1238 10.6
5 5 Bisfenol A 227.1=212 1.84 9727.076 9727 076 bb 2467 2246
6 6 Estrona 269.2 > 1451 2.09 4925.916 4925916 MM 435 -30.9
Name: 20150304-015, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:32:44, ID: , Description: Adicao Pad. 6.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti.__ Conc. YoDe
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 =145.1 210 1000430 1000.430 bb 972 -53.0|
2 2 17a-estradiol 271.2=>183.1 206 518.209 518.209 MM 26.5 -49.0
3 3 4-nonilfenol 219.2 > 106 3.35 18015.166 18015.166 bb 48.4 -8.6
4 4 Pentaclorofencl 2649 1.28 21700.715 21700715 bb 130.9 16.9]
5 5 Bisfenol A 227.1=>212 1.84 6679.877 6679.877 bb 167.6 120.6
6 6 Estrona 269.2 > 1451 210 4232110 4232110 MM 387 =385




Name: 20150304-016, Date: 04-Mar-2015, Time

1 17:39:10, ID: , Description: Adicao Pad. 6.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 205.2=145.1 210 2785.831 2785.831 bb 189.3 -54.2
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 207 1363.541 1363.541 MM 475 -54.3
3 3 4-nonilfenol 219.2 > 106 3.35 37697.039 37697.039 bb 107.3 1.2
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.29 53764.469 53764.469 MM 2026 31.2
[ 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 11229.680 11229.680 bb 285.7 86.7
6 6 Estrona 269.2 > 145.1 210 11516.195 11516.195 bb 88.7 -29.6
Name: 20150304-017, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:45:38, ID: , Description: Adicao Pad. 6.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 > 145.1 210 2836.208 2836.208 bb 191.9 -53.5
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 207 1032.996 1032.996 MM 393 622
3 3 4-nonilfenol 219.2 = 106 3.35 37672.895 37672.895 bb 107.2 1.2
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.29 53819.180 53819.180 MM 2028 31.3
[ 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 12421.676 12421.676 bb 316.6 107.0
6 6 Estrona 269.2 > 145.1 2.09 12695.548 12695.548 bb 96.8 -23.2
Name: 20150304-018, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:52:06, ID: , Description: Adicao Pad. 6.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 = 1451 210 2783.650 2783.650 bb 189.2 -54.2
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 208 1673.773 1673.773 bb 552 -46.9
3 3 4-nonilfenol 219.2 = 1086 3.35 37491.945 37491.945 bb 106.7 07
4 4 Pentaclorofenol 2649 129 52328.641 52328.641 MM 2853 27.9
[ 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 10693.046 10693.046 bb 271.8 77.6
6 6 Estrona 2692 > 1451 209 13093.598 13093.598 bb 99.6 -21.0
Name: 20150304-019, Date: 04-Mar-2015, Time: 17:58:33, ID: , Description: Adicao Pad. 7.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 210 2101.410 2101.410 bb 154.0 -10.5
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 208 877.764 B877.764 bb 354 -17.6
3 3 4-nonilfenol 219.2 = 106 3.35 13980.693 13980.693 bb 36.4 -17.4
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.29 23401.816 23401.816 bb 139.5 50.0
[ 5 Bisfenol A 2271 =212 1.85 7122.662 7122.662 bb 179.1 179.9
6 6 Estrona 269.2 > 1451 210 8234 979 8234 979 bb 662 249
Name: 20150304-020, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:05:01, ID: , Description: Adicao Pad. 7.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 209 2077 542 2077.542 bb 1528 -11.2]
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 208 930.013 930.013 bb 367 -14.6
3 3 4-nonilfenol 219.2 = 106 3.35 13980.447 13980.447 bb 364 -17.4
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.29 22573811 22573.811 bb 1353 455
& 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 8470.002 8470.002 bb 2141 234 .5
6 6 Estrona 269.2 = 1451 209 8051.007 8051.007 bb 650 226
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Name: 20150304-021, Date: 04-Mar-2015, Time:

18:11:29, ID: , Description: Adicao Pad. 7.1

113

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %Dev
1 1 17 alfa Etinil estradiol 205.2 > 1451 210 1873.339 1873.339 bb 1422 -17.3
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 2.07 992215 992.215 MM 38.3 -11.0
3 3 4-nonilfenal 219.2 =106 3.35 13287 925 13287 925 bb 343 221
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.29 23368.721 23368.721 bb 139.3 498
5 5 Bisfenol A 227 1> 212 1.84 8009.415 8009415 bb 2021 215.9
6 6 Estrona 269.2 > 1451 210 7932037 7932037 bb 64.1 21.0
Name: 20150304-022, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:17:50, ID: , Description: Adicao Pad. 7.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 295.2 > 1451 2.09 1899.163 1899.163 bb 143.6 -30.6
2 2 1Ta-estradiol 271.2>183.1 207 1541.023 1541.023 bb 51.9 -0.2
3 3 4-nonilfenal 219.2 =106 3.35 14227 368 14227 368 bb 371 -30.0
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.30 22900.898 22900.898 bb 137.0 223
5 5 Bisfenol A 2271=212 1.84 6208.653 6208.653 bb 1554 104.5]
6 6 Estrona 269.2 > 1451 2.09 7636.767 7636.767 bb 621 -1.4
Name: 20150304-023, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:24:17, ID: , Description: Adicao Pad. 7.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti. Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 20952 >1451 210 2186.365 2186.365 bb 158.4 -23.5
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 2.07 1329.942 1329.942 MM 46.7 -10.3
3 3 4-nonilfenal 219.2 = 106 3.35 14306.678 14306.678 bb 373 -29.6
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.30 21453.199 21453.199 bb 129.7 15.8
5 5 Bisfenol A 227.1 =212 1.84 5625.002 5625.002 bb 1403 84.6
5] 6 Estrona 269.2 > 1451 2.10 8452.759 B8452.759 bb 67.7 T:D
Name: 20150304-024, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:30:38, ID: , Description: Adicao Pad. 7.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti.__ Conc. %Dev
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 =1451 2.09 2150.351 2150.351 bb 156.5 -24.4]
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 207 1668444 1668.444 bb 551 59
£ 3 4-nonilfenol 219.2> 106 3.35 14328.824 14328.824 bb 374 -20.4
4 4 Pentaclorofenol 2649 1.30 23788924 23788924 bb 1414 26.3
i 5 Bisfenol A 227 1>212 1.84 7088.083 7088.083 bb 178.2 134.5]
53 6 Estrona 269.2 > 1451 2.09 7490.683 7490.683 MM 61.1 -3.0
Name: 20150304-025, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:37:05, ID: , Description: Adicao Pad. 7.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti.__ Conc. %De»
1 1 17 alfa Etinil estradiol 295.2=145.1 210 3640.193 3640.193 bb 2334 -43.5]
2 2 17a-estradiol 271.2> 1831 2.08 2769.485 2769.485 bb 824 -20.8
3 3 4-nonilfenal 219.2 =108 3.35 28198281 28198.281 bb 789 -256
4 4 Pentaclorofenol 2649 1.30 49135539 49135539 bb 269.2 207
5 5 Bisfenol A 227.1=212 1.85 9360.348 9360.348 bb 2372 550
& 6 Estrona 269.2 = 1451 2.10 16100.858 16100.858 bb 120.2 -4.6




Name: 20150304-026, Date: 04-Mar-2015, Time

: 18:43:32, ID: , Description: Adicao Pad. 7.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %De:
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 >1451 210 4026.160 4026.160 bb 2533 387
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 2.08 2040.447 2040.447 bb 643 -38.2]
3 3 4-nonilfenol 219.2 = 106 335 28092 676 28092 676 bb 786 259
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.30 48013.797 48013.797 bb 2636 18.2]
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 10652.630 10652.630 bb 270.7 77.0
6 6 Estrona 2692 > 1451 209 16360.591 16360.591 bb 1220 -3.2]
Name: 20150304-027, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:50:00, ID: , Description: Adicao Pad. 7.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 > 1451 2.10 5544.929 5544 929 bb 3317 -19.7]
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1 2.08 3273.712 3273.712 bb 94.9 -8.7
3 3 4-nonilfenal 219.2 = 106 3.35 27904 268 27904 268 bb 780 -26.4|
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.30 48199.551 48199.551 bb 2645 18.6
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 10331161 10331.161 bb 2624 71.5
6 6 Estrona 269.2>1451 2.09 16162 933 16162.933 bb 1206 4.3
Name: 20150304-028, Date: 04-Mar-2015, Time: 18:56:28, ID: , Description: Adicao Pad. 8.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti_ . Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 210 986.219 986.219 bb 965 -43.9|
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1 2.06 647 756 647 756 MM 297 -30.9|
3 3 4-nenilfenol 219.2 = 106 3.34 15322 386 15322.386 bb 404 -8.3
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.29 27888.775 27888.775 bb 162.1 74.3
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.85 4984 338 4984 338 bb 12386 93.2
6 6 Estrona 2692 > 1451 210 5550.886 5550.886 bb 478 -9.8
Name: 20150304-029, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:02:56, ID: , Description: Adicao Pad. 8.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %Dev|
1 1 17 alfa Etinil estradiol 205.2>145.1 2.10 923.660 923.660 bb 93.2 -45.8
% 2 17a-estradiol 271.2=183.1 208 585345 585.345 bb 282 -34 5]
3 3 4-nenilfenol 219.2 > 106 3.34 15069.358 15069.358 bb 39.6 -10.0
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.28 24398 943 24398 943 bb 1445 554
5 5 Bisfenol A 2271>212 1.84 5416.663 5416.663 bb 134.9 110.7|
(53 6 Estrona 2692 > 1451 2.09 5974 677 5974 677 bb 50.7 4.3
Name: 20150304-030, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:09:24, ID: , Description: Adicao Pad. 8.1

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %Der
1 ‘1 17 alfa Etinil estradiol 2052 > 1451 2.09 872993 872.993 bb 906 47 3|
2 2 17a-estradiol 271.2>=183.1 2.08 598.288 598.288 bb 285 -33.7]
3 3 4-nonilfenol 219.2 > 106 3.35 15313.103 15313.103 bb 40.3 -8.3
4 4 Pentaclorofenol 264.9 1.28 27675.682 27675.682 bb 161.0 73.1
3 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 5644.472 5644.472 bb 140.8 120.0
53 6 Estrona 269.2 > 145.1 210 5824613 5824613 bb 49.7 -6.3
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Name: 20150304-031, Date: 04-Mar-2015, Time

: 19:15:52, ID: , Description: Adicao Pad. 8.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 >=1451
2 2 17a-estradiol 271.2=183.1
3 3 4-nonilfenol 219.2 =106
4 4 Pentaclorofencl 2649 MM-
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.79 2898116 2898.116 bb 69.5 -8.5
6 G Estrona 269.2>1451
Name: 20150304-032, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:22:20, ID: , Description: Adicao Pad. 8.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052=1451
2 2 17a-estradiol 271.2=1831
3 3 4-nenilfenol 219.2= 106
4 4 Pentaclorofenol 264.9 MM-
L 5 Bisfenol A 227.1=212 1.85 2638.118 2638.118 bb 62.8 -17.4
6 6 Estrona 269.2= 1451
Name: 20150304-033, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:28:48, ID: , Description: Adicao Pad. 8.2

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti Conc. Y%De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952 = 1451
2 2 17a-estradiol 271.2>183.1
3 3 4-nonilfenol 219.2= 106
4 4 Pentaclorofenol 264.9 MM-
5 5 Bisfenol A 227.1=212 1.84 2519.147 2519.147 bb 59.7 -21.5]
6 6 Estrona 269.2>1451
Name: 20150304-034, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:35:15, ID: , Description: Adicao Pad. 8.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti... Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2952=1451 210 2473.098 2473.098 bb 173.2 -58.1
2 2 17a-estradiol 271.2=1831 207 2511.058 2511.058 bb 76.0 -26.9)|
3 3 4-nonilfenol 219.2=106 3.35 34105797 34105797 bb 96.6 -8.9
4 4 Pentaclorofenal 2649 1.29 56303.926 56303.926 bb 3054 369
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 7288615 7288615 bb 183.4 19.9
6 6 Estrona 269.2> 1451 2.09 11767.014 11767.014 bb 90.5 -28.2|
Name: 20150304-035, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:41:43, ID: , Description: Adicao Pad. 8.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti . Conc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 =1451 2.10 2783.187 2783.187 bb 189.2 -54.2
2 2 17a-estradiol 271.2=>183.1 2.07 2429.948 2429.948 bb 74.0 -28.9]
3 3 4-nenilfenol 219.2=1086 3.35 32982 555 32982 555 bb 932 -12.1
4 4 Pentaclorofenol 2649 1.29 55054.391 55054.391 bb 299.1 34.1
5] 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 6858.251 6858.251 bb 172.3 12.6
6 6 Estrona 269.2>=145.1 210 11255.536 11255.536 bb 86.9 -31.0
Name: 20150304-036, Date: 04-Mar-2015, Time: 19:48:11, ID: , Description: Adicao Pad. 8.3

# Name Trace RT Area IS Area Response Detecti_ . Caonc. %De
1 1 17 alfa Etinil estradiol 2052 = 1451 2.09 2686.130 2686.130 bb 184.2 -55.4
2 2 17a-estradiol 271.2=1831 208 2515.652 2515652 bb 76.1 -26.8|
3 3 4-nonilfenol 219.2 =106 3.34 32657.939 32657.939 bb 92.2 -13.0
4 4 Pentaclorofenal 2649 1.29 58519.156 58519.156 bb 3165 41.9
5 5 Bisfenol A 2271 =212 1.84 6523.684 6523.684 bb 163.6 6.9
6 8 Estrona 269.2 = 145.1 2.10 10993.107 10993.107 bb 85.1 -32.4
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Anexo V — Cromatograma das transi¢cdes dos compostos desreguladores
enddécrinos e MRM de amostras realizado no espectrometro de massas.
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